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UBER DIE IM TIERKORPER STATTFINDENDEN 
VERANDERUNGEN DER AN N SUBSTITUIERTEN 
AMINOSAUREN. 


6.* Mitteilung: Verhalten des dl-N-Methylvanillylalanins 
im Kaninchenorganismus. 


VON 


LATUOEYOSTDAG* 


(Aus dem Med.-chem. Laboratorium der Medizinischen Schule, angeglicdert 
an die Kaiserliche Universitét zw Taihoku. 
Vorstand: Prof. Dr. R. Hirohata.) 


(Eingegangen am 3. Marz 1941) 


Im Laufe der Jahre wurde im hiesigen Laboratorium fest- 
gestellt, dass das Abrin (Hirohata et al. 1986 u. 1987; Chin 
1938), das natiirliche /-Monomethyltryptophan, vom Kaninchen 
teils in Kynurenin, teils noch weiter in Kynurenséure umgesetzt 
wird, ferner dass das dl-O-N-Dimethyltyrosin (T6 1939) sowie 
das dl-N-Methylphenylalanin (Fukuyama 1941) im Kaninchen- 
organismus wie eine natiirliche Aminosaure in die entsprechende 
Ketoséure umgewandelt werden. 

Inzwischen haben amerikanische Forscher Fiitterungsversuche 
mit einer Anzahl von Methylaminosiuren gemacht und nach- 
gvewiesen, dass einige wachstumsfordernd wirken, andere dagegen 
nicht. Somit ist zu vermuten, dass der Stoffwechsel der N-Mono- 
methylaminosaure im Tierkérper nicht immer in der gleicher Weise 
vor sich geht. Diese Vermutung veranlasste mich zu den folgenden 
Untersuchungen, bei denen ich aus dem Harn von Tieren, welchen 
eine andere N-Monomethylaminosaure verabreicht worden war, die 
Zwischen- bzw. Endprodukte zu isolieren suchte. 

Bei dem vorliegenden Experiment wurde mit dem d/-N- 
Methylvanillylalanin gearbeitet, das wegen seiner konstitutionellen 


* 5, Mitteilung: Dieses Journal 33, 73, 1941. 
** Friiherer Name: Taisei TO. 
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Beziehung zum Adrenalin physiologisch besonders von Interesse 
ist. 


EXPERIMENTELLES. 
A. Darstellung des dl-N-Methylvanillylalanins. 


Die Sdure wurde nach Guerrero und Deulofeu (1937) 
dargestellt, d.h. sie wurde, nach Verkoppelung von Vanillin mit 
Kreatinin, durch Reduktion und Hydrolyse der resultierenden 
Verbindung gewonnen. Sie schmiizt bei 265°-267°C und ist sehr 
schwer ldslich in kaltem Wasser. Die Millonsche Reaktion sowie 
die Ninhydrin-Reaktion ist positiv. 

CuHi;0.N (213) Ber. N 6,22 Gef. N 6,19 


B. Versuche an Kaninchen. 

Kaninchen, 2200 g, erhielt im Verlauf von 3 Tagen insgesamt 
18 g Saure. Der Harn der folgenden 72 Stunden wurde mit H2SO,4 
kongosauer gemacht, und mit Ather 3 Tage lang extrahiert. 

Aus dem Atherauszug, der sich beim Zusatz von Hisenchlorid 
erun farbte und positive Millonsche Reaktion zeigte, konnten 0,64 ¢ 
2—4-Dinitrophenylhydrazon vom Schmelzpunkt 190°-195°C gewon- 
nen werden. Auf Grund ihrer Eigenschaften und der Analyse 
wurde die Verbindung als 2—4-Dinitrophenylhydrazon der Vanillyl- 
brenztraubensaure identifiziert. 

CroH110sNi (390) Ber. N 14,35 Gef. N 14,12 


Aus den Mutterlaugen liessen sich nach Neutralisierung mit . 
Baryt 3,09g¢ Krystalle mit einem Schmelzpunkt von 265°C 
gewinnen, welche die Millonsche Reaktion sowie Ninhydrin-Reak- 
tion zeigten und leicht ein Kupfersalz bildeten. Das Kupfersalz 
konnte wegen der Léslichkeit in Wasser in Zwei Fraktionen 
gespalten werden. Die aus der in Wasser schwer léslichen Frak- 
tion gewonnene 1,8 g freie Siure zeigte keine Drehung und erwies 
sich bei der Analyse als unveranderte dl-Siure. 


Cu His0.N (213) Ber. N 6,22 Gef. N 6,19 


Die aus der anderen Fraktion gewonnene freie Siiure war 
linksdrehend und betrug 1,25g, es scheint sich um d-(—)-N- 
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Methylvanillylalanin zu handeln. 


CuHi;0.N (213) Ber. N 6,22 Gef. N 6,20 
0.67 x 100 
1X 3.742 

Noch zwei weitere Versuche mit anderer Verabreichungsart 
wurden genau so wie oben beschrieben ausgefiihrt. Die Ergebnisse 
sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 


Spezifische Drehung: [a]$=(—) = (—)17,90° 


Verabreichtes Vanillyl- Unverdndertes | d-N-Methyl- 


Verabreichungs- | d/-N-Methyl- brenztrau- dl-N-Methy]- vanillyl- 
art vanillylalanin bensaure vanillylalanin alanin 
(g) (g) (g) (g) 
Subkutan auf 5 Be 
3 Tage verteilt 18 0,367 | 1,84 1525 
Subkutan auf ‘ ; 
Sonal 10 0,312 2,17 | 0,81 
Per os auf | c = 
aininal 10 0,199 0,06 0,52 


SCHLUSSFOLGERUNGEN. 

1. Es wurde festgestellt, dass das dl-N-Methylvanillylalanin 
den Kaninchenorganismus zum Teil als unveranderte Saure ver- 
lasst, zum Teil asymmetrisch gespalten wird; neben der dl-Saure 
und d-Saure wird Vanillylbrenztraubensiure mit dem Harn aus- 
geschieden. 

2. Aus dem vorliegenden Versuch geht hervor, dass das N- 
Methylvanillylalanin im Kaninchenorganismus wie eine nattirliche 
Aminosadure oxydativ desaminiert wird. 
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STUDIEN UBER DIE HARNPROTEASE. 


V. Uber die Fuchs’sche Krebsreaktion bei Anwendung von 
Harn anstatt von Blutserum. 


VON 


AKIRA SAITO. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Kaiserlichen Kyushu-Universitit 
eu Fukuoka, Japan. Direktor: Prof. K. Kodama.) 


(Kingegangen am 3. Miirz 1941) 


Sowohl bei Anwendung der operativen Methode wie auch in 
der physikalischen Therapie hat man heute bei der Krebsbehand- 
lung grosse Fortschritte gemacht. Jedoch versteht es sich von 
selbst, dass die Friihdiagnose noch immer von grosser Bedeutung 
ist. Darum hat man bisher verschiedene chemische Reaktionen 
angestellt, um die Friihdiagnose maligner Tumoren zu ermoelichen. 
Als die interessanteste von diesen Reaktionen kénnen wir die 
Fuchssche(1926) Krebsreaktion bezeichnen, diese Reaktion wurde 
von vielen Krebsforschern und Klinikern nachgepriift und verbes- 
sert und ihr eine hohe Verwertbarkeit zuerkannt. Chrometzka 
und Gottlebe (1986) haben diese Reaktion durch Anwendung 
von Ultrafiltrat des Blutes oder der Exsudate und Transsudate 
aus Geweben an Stelle des Blutserum nachgepriift. Dem Verf. 
ist es jedoch gelungen, die Fuchssche Krebsreaktion so zu ver- 
bessern, dass man dureh Anwendung von Harn, dessen Fermente 
dureh Aceton gefallt worden sind, anstatt des Blutserums die 
gleiche Reaktion hervorrufen kann. Auf Grund von Adsorption 
‘der Antifermente mittels Tonerde-A ist es ihm ausserdem auch 
gelungen, die im Blutserum enthaltenen und die Fuchssche Reak- 
tion hervorrufenden Fermente zu aktivieren. Dadurch trat die 
Fibrinolyse, d.h. Zunahme von Aminostickstoff im Serum, klar 
hervor. Dabei wurde die Menge des infolge von Fibrinolyse 
zunehmenden Aminostickstoffs durch Anwendung des Folin (1922 
und Florkinschen (1936-37) Verfahrens, nicht aber der von 
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Fuchs angegebenen Mikro-K jeldahl-Methode, bestimmt. Auf diese 
Weise konnte er die betreffende Krebsreaktion bedeutend verein- 
fachen und zuverlassiger begriinden. 


Experimentelles. 
I. Versucu BEI ANWENDUNG VON HARNFERMENTEN. 
A. Matérial. 


Die vorliegenden klinischen Versuche wurden an normalen 
Menschen und Krebskranken vorgenommen. Was die Krebs- 
kranken angeht, so konnte der Verf. tiber Material verftigen, das 
sich in der Frauenklinik der Kaiserlichen Kyushu-Universitat 
befand und klinisch sowohl als auch mikroskopisch ausreichend 
durchgearbeitet worden war. Als Kontrolle der Tierversuche 
dienten ihm normale nud sarkomatése Kaninchen. 


B. Methode. 
a) Darstellung des Fibrinsubstrats. 

Aus normalen Menschen oder Krebskranken oder auch aus 
gesunden bzw. sarkomatésen Kaninchen wird Blut durch Aderlass 
entnommen. Wenn man das Blut sofort zentrifugiert, so scheiden 
sich die Fibrinfaden aus dem Blut aus und vereinigen sich am 
oberen Teil des Fallungsglases zu einer lockeren Masse, die dann 
in eine grosse Menge destillierten Wassers geworfen und ordentlich 
geschuttelt wird. Das Schiitteln soll man fortsetzen, bis das Fibrin 
schneeweiss wird. Das auf diese Weise gereinigte Fibrin wird in 
einem mit CaCls gefiillten Exsikator getrocknet. Nachdem es zu 
emem feinen Pulver verwandelt worden ist, wird es in einer 
gefarbten Flasche aufbewahrt. Das so gewonnene Fibrin wird vor 
der Anstellung der Versuche zunachst bei normalen und bei an 
Krebs erkrankten Menschen (oder auch bei gesunden und _ sar- 
komatosen Kaninchen), bei denen die klinische Diagnose bereits 
sichergestellt worden ist, auf seine Brauchbarkeit gepriift. 
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b) Ausscheidung der Harnfermente durch Zusatz 
von Aceton. 

Zuerst wird frischer Harn (Morgenharn ist am geeignetsten) 
auf seine Reaktion hingepriift. Bei zu starker Aciditat bzw. 
Alkalinitét wird der Harn mittels einer Lésung von N-HC1 bis 
zu pHi 7,0 korrigiert. Nach dem sodann der Harn im Fallungsglas 
hinreichend zentrifugiert worden ist, werden die Fermente in ihm 
durch Hinzufiigung von Aceton in gleicher Menge ausgefallt. Die 
Menge des vom Verf. angewandten Harns betrigt 40 ccm. Der 
Niederschlag wird noch einmal 10 Minuten lang kraftig zentri- 
fugiert ; die Oberschicht der Fliissigkeit wird dann abgegossen und 
das Zentrifugalglasrohr wird dann mit der Spitze nach oben auf 
einen Filterpapier gestellt, um das noch am Niederschlag an- 
haftende Aceton zu entfernen. Danach wird der Niederschlag 
im Zentrifugalglas mit 0,9%iger Kochsalzlésung in der Menge von 
20 cem versetzt und mit einem diinnen Glasstab gleichmassig um- 
gertihrt. Diese Losung wird erneut auf ihre Reaktionen gepriift, 
dureh Hinzufiigung zur Losung von N-NaOH oder N-HCl auf den 
Wert von pH 7,3 eingestellt und danach mit 1/20 Mol Boratpuffer 
in der Menge von 3cem versetzt. Damit ist die Herstellung der 
Fermentlosung fertig. 

c) Versuch. 

Drei Reagenzglischen von ca. 380cem Inhalt werden nun 
bereitgestellt, mit Nummern versehen und nebeneimander aut- 
gestellt. Das I. Glaschen dient als Kontrolle. Das II. erhalt 
Fibrinsubstrat von normalen Menschen in der Menge von 3 mg; 
in das III. dagegen wird Fibrinsubstrat von Krebskranken in der 
Menge von 3mg gegossen. Danach wird die oben erwahnte 
Fermentlosung mittels einer Pipette in der Menge von 6 ccm genau 
abgemessen und in jedes Glischen hineingegossen. Die Glaschen 
werden fest mit Gummistdpseln verschlossen und im Brutschrank 
bei 37°C aufbewahrt (in der Regel 48 Stunden). Die bebriitete 
Lésung wird durch ein hartes Filterpapier filtriert und vom Fibrin- 
substrat befreit. Aus dieser nunmehr fibrinlos gewordenen Loésung 
wird eine Menge von 38cem, die mittels einer Pipette genau ab- 
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gemessen wurde, herausgenommen, um ihren Aminostickstoffgehalt 


zu bestimmen. 


ad) Bestimmung des Aminostickstoffes. 


Fiir die quantitative Bestimmung von Aminostickstoff wurde 
das modifizierten Verfahren von Folin und Florkin angewandt. 
Von der bebriiteten und filtrierten Losung wird eine mittels einer 
Pipette genau abgemessene Menge von 3ccm in ein spezielles 
Reagenzglischen, welches mit einem Schliffst6psel und einer 10, 
15 und 25 eem Gradierung versehen ist, hineingegossen. Nachdem 
darauf ein Tropfen von 0,25%iger Phenolphthaleinlosung hinzu- 
gefiigt worden ist, wird ihr die Lésung von 1/10 N NaOH in einer 
solechen Menge zugesetzt, bis die Loésung eine leicht rote Farbe 
annimmt. Diese Lésung wird dann durch Hinzufitigung von 
Wasser auf 10 ccm verdiinnt. Nach dem Verdiinnen wird die 
Losung mit 1/50 Mol Boratpuffer (PH 8,3) in der Menge von 3 cem 
und mit 0,5%iger Losung von /-Naphthochinonsulfonsaéure- 
Natrium in der Menge von 2 ccm versetzt und 20 Stunden lang 
in einem dunklen Raum stehen gelassen. Naechdem nun der 
Uberschuss von Chinon dureh Hinzufiigung von Siure-Formalin- 
lésung in der Menge von 2c¢em und 1/10 Mol Natriumthiosulfat- 
losung in der Menge von 2 ecm entfarbt worden ist, wird 5 Minuten 
danach mit dem Pulfrichschen Stufenphotometer unter Anwendung 
eines Filters von 8. 47, das den Wert ihrer Extinktionskoeffizienten 
angibt, der Aminostickstoffgehalt bestimmt. 


C. Ergebnisse. 
a) Klinische Untersuchungen. 


Der Harn normaler Menschen bringt das Fibrinsubstrat von 
Krebskranken in viel hdherem Grade zur Auflésung als das Fibrin- 
substrat von normalen Menschen. Bei ihm fallt niamlich die 
Krebsreaktion negativ aus. Im Gegensatz dazu hat der Harn von 
Krebskranken die THigenschaft, mehr das Fibrinsubstrat von 
normalen Menschen als das von Krebskranken abzubauen. Seine 
Krebsreaktion naémlich verlauft positiv. 
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1) Untersuchung an dem Harn von normalen und schwan- 

geren Frauen. 

Aus der Tabelle I sind die Ergebnisse der Untersuchungen an 
dem Harn von normalen (in 9 Fiillen) und schwangeren (in 2 
Fallen) Frauen ersichtlich. Von den 11 Fallen zeigt nur ein 
Fall eine undeutliche Reaktion, wihrend die tibrigen Fille eine 
negative Reaktion darstellen. Die Treffsicherheit der Krebsreak- 
tion betraégt also 91%. 


TABELLE I. 


Ergebnisse der Versuche am Harn von normalen u. sechwangeren Frauen. 


Material : eae ere E dede. eres 
‘ | A: Normal-|B: Krebs- : der 
Nr. Zeichen | Kontrast chen | fibrin A-B Reaktion 
Normale Frauen | | 
if A. T. 1,40 | 41,52 sg: op 0.05 = 
2 Bal. |) 20 } e400 J) p40 4) 6 +0 
3 Kus. | 047. | “sav | 4.03 —0,06 
4 Hk} code. | 0s | tor 0.9 - 
5 IN ARE 0,68 1,10 | 20s sO Ola — 
6 K. 0 aes | tan | 0,14 a: 
M.S. {- .0,60 1,53 160 | =0,07 a 
8 Hos Geils 1,77 1,99 — 0,22 4 
8) M.S 1,61 1,83 1,90 —0,07 = 
Schwangere Fr. 
10 H. A. 1,54 2,33 2,46 — 0513 | = 
it fel, 1m, 2,67 2,83 8,00 =O = 


2) Untersuchung an dem Harn von Krebskranken vor der 

therapeutischen Behandlung. 

Tabelle II zeigt die Ergebnisse der Untersuchungen am Harn 
von Krebskranken, bei denen noch keine therapeutischen Behand- 
lungen vorgenommen worden sind (21 Falle). Mit Ausnahme 
von 2 Fallen, in denen die Reaktion undeutlich verlauft, verhalten 
sich alle iibrigen Fille gleichmissig positiv. Die Treffsicherheit 
der Reaktion betrigt also 90%. 
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TABELLE II. 


Ergebnisse der Versuche am Harn von Krebskranken vor der Therapie. 


Material Amino-N (mg/dl) Meccan 
; r 

Nr. | Zeichen aS Kontrast | See B ole _ A-B Reakaoe 
12 Va 51 0,93 1,55 1,37 + 0,18 =e 

13 KS 51 0,60 1.27 0,93 + 0,34 ae 

14 7ME 41 1,72 2,67 2,37 + 0,30 35 

15 M. K. 41 1,67 2,10 2,07 + 0,03 0 
16 Me 60 0,17 1,23 0,97 + 0,26 + 

if Kerns 2 0,50 1,13 0,97 + 0,16 4p 

18 Se ce 49 2,13 3,00 rtd + 0,23 ae 

19 M.S. 47 2,07 2,00 2,27 + 0,10 a 

20 KD 44 2,83 3,33 3,13 + 0,20 46 

21 UMTS 43 1,35 1,95 1,87 +0,08 ap 

22 TeiG. 30 0,97 Sy 1,40 +0,17 Te 

23 M4 1SE ug 1,30 2,00 1,90 + 0,10 FP 

24 1s, 108 57 1,33 2,20 1,68 + 0,52 ae 

25 GMS. abl, 50 0,37 1,07 1,03 +0,04 te 

26 eM 56 1,63 2,50 2,20 + 0,30 i 

27 Wen Se 65 0,63 1,77 1,60 SOsdea =f 

28 R. J. 44 1,83 3,00 2,87 +0,13 + 

29 WOE 39 3,13 3,60 3.47 +0,13 ar 

30 BY 66 1,70 2,33 2,33 0 +0 
31 No 60 8,33 3,62 3,57 +0,05 + 

32 H. M. 48 3.22 4,23 3,53 +0,70 Gi 

3) Untersuchung am Harn von Krebskranken bei Réntgen- 


bestrahlung nach der Operation. 


Tabelle IIT zeigt die Ergebnisse der Untersuchungen am Harn 
von 10 Krebskranken, bei denen nach der Operation Réntgen- 


bestrahlung vorgenommen wurde. 


Die Halfte der 10 Falle ergibt 


eine positive Reaktion, wahrend die andere Halfte sich negativ 


verhalt. 
auf 2 Falle mit ihm tiberein. 


tion betragt somit 80%. 


Was den klinischen Befund angeht, so stimmen alle bis 
Die Treffsicherheit der Krebsreak- 
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TABELLE III. 


Ergebnisse der Versuche am Harn von Krebskranken bei 
Rontgenbestrahlung nach der Operation. 


Material Amino-N (mg/dl) 
eeleee dhe ae ; aX 
= 5 R Rontgen- So 
' x ae) | oe este , Bee 
Nr. | Zeichen | Alter ae om eu A-B estrahlung ites 
EI 7 2 5 qo 
ice! | 1s 


33 S. N. Dill 2,20 2,83 2,43 | +0,40 II Serie besser +0 
34 M. O. 39 fal 1,45 1,23 | —0,22 | III Serie besser +0 
30 TS: 38 0,90 iTS} 1,23 | —0,10 II Serie besser =— 


36 | T.F. | 60 | 4,53 | 4,83 | 5,17 | —0,34 do besser | — 
27) 1) (SEK 540} 8.800 3,90 |. 443-085 do besser | — 
38 | K.K. | 44 | 0,82 | 1,95 | 1,85 | —0,10 do besser | + 


39 Hed Ne 50 0,47 0,90 1,53 | —0,63 I Serie besser | — 
40 SaNe 60 2,07 3,20 | 3,10 | +0,10 | III Serie Rezidiv) + 
41 aT. 47 2,90 2,97 | 3,05 | —0,08 V Serie Rezidiv) — 
42 SME 54 2,00 2,50 | 2,40 | +0,10 I Serie Rezidiv| + 


4) Untersuchungen am Harn von Krebskranken bei der 
Radiotherapie ohne Operation. 

Tabelle IV zeigt die Ergebnisse der Untersuchungen am Harn 
von Krebskranken, die ohne Operation von Anfang an mit Radio- 
tharapie behandelt worden sind. Unter den 25 Fallen ist die Reak- 
tion 16 mal positiv. 2mal negativ und 7mal undeutlich. In 22 
Fallen stimmt der Ausfall der Reaktion mit dem klinischen Befund 
iiberein, wahrend die iibrigen 3 Falle mit ihm nicht zusammen- 
fallen. Die Treffsicherheit betragt also 88%. 


b) Trerexperiment. 

Der Verf. hat ferner die oben geschilderten Untersuchungen 
auch am Harn von normalen und sarkomatésen Kaninchen an- 
gestellt. 

1) Versuche am Harn von normalen Kaninchen. 

Aus Tabelle V sind die Ergebnisse der Versuche am Harn von 
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TABELLE IV. 
Ergebnisse der Versuche am Harn yon Krebskranken bei 
Radiotherapie ohne Operation. 


Material Amino-N (mg/dl) : 
et ———— - = PS 
| & E 2 | Roéntgen- ¢ = 
Nr. | Zeichen | Alter 5 E é 5 E A-B bestrahlung é % 
S ca ee) | < 
E r le < 6 | — 
as | wo. |) 60 | 040 as boats owen ee ee 
44 | §.8. | 59 | 0,70 | 1,63 | 1,60 | +0,03 | I Serie Schwer +0 
45 | K.N.|-67 | 1,77 | 2,50 | 3,00 | —0,50 | do  Schwer —0 
46 | M.M.| 58 | 0,50 | 1,43 | 1,40 | +0,03 do Sehwer +0 
47 | M.M.| 40 | 1,90 | 223 | 1,13 | +1,10 | do  Schwer + 
48 | N.U. | 54 | 0,53 | 1,23 | 1,00 | +0,23 | do  Schwer + 
49 | H.K.| 48 | 2,58 | 2,90 | 2,77 | +0,18 |. do Sehwer e 
BO | Sswe | 47 10.4%.) 2,00 | dese rT ace +: 
51 | a. ¥. |- 52 -| 2,57. | 2,90 | 287 [40,08 | mach TSerie besser! (ae 
52 | M.K.| 48 | 2,10 | 3,00 | 2,73} +027 |. do + 
5B | Gi S.-|r-42: | 1.90) oes | B07 8 0.16 Heads + 
Gh || tal 37 | 1,00 | 1,43 | 1,37 | +0,06 | vor II Serie besser] + 
55 | BT. | 45 | 4,40 + 1,67 4 1,52 | +015 do + 
56 | H.M.| 40 | 1,07 | 1,45 | 1,10 | +0,35 do fe 
57 | H.K.| 42 | 2,13 | 4,00 | 3,57 | +0,43 | ID Serie + 
58 | ¥.K.| 61 | 240 1 2,93 | 2.45 |>:0,48 do + 
59 | T.K. | 58 | 3,00 | 3,80 | 3,03 | +0,27 | do + 
60 | KF. | 42 | 0,27 | 1,97 | 0,67 | +0,60 do 2 
61 Ky Mie 82 190,60 | 152) eo } oso) y sae + 
62 1. a 51 IE50 os 2,13 0 do besser SIS 
68 | 8.8. | 45" | (0,92 Mies iz epoes do + 
64 | T.M.| 49 | 0,20 | 0,90 | 0,87 | +0,03 do ; + 
65 NYG NG 45 172 0,80 0,78 | +0,02 | III Serie besser Se 
66 | N.M.| 41 | 0,87 | 1,90 | 1,67 | +0,23 | IV Serie 7 
67 Save 60 2,47 2203 2,53 0 V Serie besser am 


15 normalen Kaninchen ersichtlich. Die Krebsreaktion ist in allen 
Fallen negativ. 


2) Versuche am Harn von sarkomatésen Kaninchen. 
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TABELLE V. 


j\40 > > ec 2 ie . ny a 
Ergebnisse der Versuche am Harn von normalen Kaninehen. 


Material Amino-N (mg/dl) Ausfall 

Nr. Zeichen | Kontrast | A: Nom. Fib.| B: Sark. Fib. A-B Pee 
68 N. 3 0,83 1,47 1,74 — 0,27 — 
69 N. 34 0,04 1,16 1,23 | —0,07 = 
70 N. 36 1,04 1,10 as i0) — 0,20 - 
71 N. 44 1630 0,44 0,57 } —0,13 | — 
72 N. 48 0,60 0,80 0,97 = 0,17 — 
73 N.42 0,47 0,52 0,72 =02 i 
74 N. 41 0,53 1,00 1,05 — 0,05 = 
To N. 33 0,42 0,43 | 0,94 —0,51 | — 
76 N. 25 1,28 173.0 | oT =004) 1S 
77 N. 30 1,07 1,46 1,90 — 0,44 — 
78 N. 50 0,50 0,87 1,28 — 0,36 — 
79 N. 53 0,60 1,10 1). 3383 | —0,2 _ 
80 | N51 0,27 0,47 0,77. | —0,30 2 
81 N. 52 0,30 0,80 1,2 — 0,48 -- 
82 N. 57 0,23 0,27 0,50 — 0,23 - 


Tabelle VI zeigt die Ergebnisse der Versuche am Harn von 
15 Sarkomkaninchen. Nach dieser Tabelle verlauft die Krebsreak- 
tion 13 mal positiv, 1 mal negativ und 1 mal undeuthch. Aus den 
zwei Tabellen (V u. VI) geht also hervor, dass die Treffsicherheit 
der Reaktion 93% betragt. 


d) Zusammenfassung. 

Aus dem Zusammenschluss der Ergebnisse bei normalen 
Menschen (Tabelle I) und Krebskranken, die sich noch nicht in 
therapeutischer Behandlung befinden (Tabelle II), hat die Krebs- 
reaktion eine Treffsicherheit von 91% ; bei Krebskranken, die sich 
in Therapie befinden (Tabelle II u. IV), ergibt sich eine Treffsicher- 
heit von 86%. Die Tierexperimente ergeben eine Treffsicherheit 
von 93%. Aus dem Gesamtergebnis ergibt sich eine Treffsicherheit 
von 90%. In Fallen, in denen Hiweiss im Harn nachgewiesen 
worden ist, sind die Ergebnisse der Versuche unbefriedigend. 
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TABELLE VI. 


Ergebnisse der Versuche am Harn von sarkomatosen Kaninchen. 


Material Amino-N (mg/dl) del 
c ae 

Nr. Zeichen | Kontrast | A: Nom. Fib.| B: Sark. Fib. A-B Reaktion 
83 S. 32 0,47 0,75 0,65 + 0,10 ar 
84 S. 20 0,72 0,97 0,86 + 0,11 + 
85 8. 29 0,65 1,90 0,83 +1,07 +E 
86 S. 88 0,20 0,70 | 0,47 +0,2 + 
87 8. 40 0328; ae 0,66 0,58 + 0,08 Se 
88 S. 39 3,13 Seoul 3,37 0 a5 
89 S. 36 0,27 ST p 1,10 + 0,27 — 
90 S. 48 0,40 1,60 dea lyf + 0,48 + 
91 8. 34 2,40 3,30 3,40 —010 _ 
92 S. 28 0,37 1,48 0,73 + 0,75 a 
93 S. 21 0,70 Ito 1,00 + 0,75 + 
94 S. 46 0,58 1,2 0,82 + 0,45 ab 
S15) S. 45 0,58 1,85 oi + 0,28 a5 
96 8. 49 0,47 1,70 1,57 + 0,13 + 
97 8. 33 0,40 0,87 0,53 + 0,34 oc 


II. VerrsucHe per ANWENDUNG DER F'ERMENTE 
Im BLUTSERUM. 


A. Krebsreaktion auf Blutserum. 


Der Verf. hat die Fuchs’sche Krebsreaktion auch auf Blut- 
serum angewandt und an Stelle der von Fuchs angegebenen 
Mikro-K jeldahl-Methode die dabei zu nehmende Menge des Amino- 
stickstoffes durch Anwendung der Folin-Florkinschen Methode 
bestimmt. 


a) Methode. 


Es werden drei Reagenzglaschen bereitgestellt, die numeriert 
nebeneinander aufgestellt werden. Das erste dient als Kontrolle. 
Das zweite wird mit 3mg Fibrin von normalen Kaninchen gefiillt. 
In das dritte wird 83mg Fibrin von Sarkomkaninchen gegossen. 
Danach wird in jedes Glischen Blutserum der normalen oder an 
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Sarkom leidenden Kaninchen in der mit einer Pipette genau 
abgemessenen Menge von lecm eingefiihrt. Alle drei mit 
Gummistépseln verschlossenen Glaschen werden dann im Brut- 
schrank bei 37°C aufbewahrt (in der Regel 48 Stunden). Nachdem 
jedem Glaschen 9cecm 3% ige Trichloressigsiurelésung zugegeben 
worden ist, werden sie alle drei geschiittelt. Nach 10 Minuten wird 
das Serum der Glaschen durch einen Hartfilter filtriert, und die 


wahrend der Reaktion zunehmende Menge des Aminostickstoffes 
wird durch Anwendung der oben erwihnten Methode bestimmt. 


b) Ergebnisse. 

Tabelle VII zeigt die Ergebnisse der Fuchsschen Krebsreaktion 
auf Blutserum. Unter den 8 Fallen reagiert ein Fall positivy, 
2 Falle negativ und 5 Falle undeutlich. Die Ursache dieser un- 
befriedigenden Ergebnisse, dass unter den 8 Fallen nur 3 mal 
die Reation zuverlassig ist, hegt wohl darin, dass im Blutserum 
ein Uberschuss von Antiferment vorhanden it, das die Wirkung 
des fibrinolytischen Fermentes hemmt. 


TABELLE VII. 


Ergebnisse der Fuchs’schen-Krebsreaktion auf Serum yon Kaninchen. 


Material Amino-N (mg/dl) 

oe 2 S eon Ausfall 
Ss | & | ce | : der 

Num.| Zeichen| Art. ca eS ac a E = Reaktion 
2 | Norm. | 53 0 1-830) 0 0 fe 
98 | N.32 aninch. 5,30 | 5,80 2) a 
99 | N. 51 do HC) | tiarAW 0 5,70 0 0 ae 
LOOM IN oe do 7,08 | 6,96 | —0,12 | 7,20 | +0,12 | —0,2 — 
101 do do 6,40 | 6,40 0 6,40 0 0 = 
" Sarkom. Fe 
102 1) N08 | anineh. |, 200 | 3,90 0 8,00 0 0 ae 
103 8. 20 do 6,40 | 5,60 | —0,80 | 5,60 | —0,80 0 = 

rs Imm. Reak. 

104] §.42 do 10,40 | 12,60 | +2,20 | 12,50 | +2,10 | +0,10 a 
105) 8.0 do 8,20 | 8,20 0 8,20 0 0 an 
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B. Versuche der Ausscheidung der Antifermente 
durch Adsorption an Tonerde-A. 


Zur Erklirung des Verlaufes der Fuchsschen-Krebsreaktion 
miissen, wenn die Theorie von Prof. Kodama (1935) richtig ist, 
im Blutserum einerseits eiweissspaltende Fermente und andererseits 
diesen entgegen wirkende Antifermente angenommen werden. Die 
Versuche des Verf., diese Antifermente durch Adsorption an 
Tonerde-A zu beseitigen, sind ihm endlich gelungen. 

a) Versuch. 

Das Blutserum der Kaninchen in der Menge von 3 cem wurde 
durch Hinzufiigung von physiologischer Kochsalzlosung in der 
Menge von 15 cem verditinnt und sodann mit N-HCl-Loésung in der 
Menge vno 3ccm (die Reaktion dieses Gemisches legt dabei nahe 
am PH 3,0) und mit Tonerde-A in der Menge von 3@ versetzt. 
Nachdem das Gemisch ordentlich geschiittelt und 30 Minuten lang 
stehen gelassen wurde, wird es zentrifugiert. Die itiberstehende 
Fliissigkeit dieses Gemisches wird dann durch N-NaOH neutrali- 
siert und auf Pu 7,3 eingestellt. An der so erhaltenen Losung 
wird die Krebsreaktion gerade wie bei der Harnfermentlosung 
angestellt. 

b) Ergebnisse. 

In der Tabelle VIII findet man die Ergebnisse der Krebs- 
reaktionsversuche an Blutserum, das mit Tonerde-A vorbehandelt 
worden ist. Die Reaktion trat in allen Fallen positiv auf. Aus 
dem Vergleich der Tabelle VII mit der Tabelle VIII geht hervor, 
dass im Blutserum die Fermente wirksam gemacht worden sind 
und infolgendessen die Spaltung des Fibrinsubstrates gesteigert 
worden ist. Um den Vergleich der in der V., VI. und VIII. 
Tabelle angeftihrten Hrgebnisse zu erleichtern, sind sie in Tabelle 
IX zusammengestellt. In Fallen, die in der Tabelle mit* versehen 
sind, ist der Reaktionsversuch gleichzeitig und an demselben 
Kaninchen angestellt. Aus dieser Tabelle, ist ersichtlich, dass die 
Krebsreaktion bei dem mit Tonerde-A vorbehandelten Blutserum 


und bei dem Harn viel deutlicher auftritt als bei dem nicht vor- 
behandelten Serum. 
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TABELLE VIIT. 
Ergebnisse der Fuchs’schen-Krebsreaktion auf das mit Tonerde-A 
behandelte Serum von Kaninchen. 
Material Amino-N (mg/dl) 
2 iS S) =I © : | Ausfall 
P = fy iz Fy SI a der 
Num.|Zeichen| Art. = eS S a) 3 -= | Reaktion 
Edgecind  olieals Bema 
i 7 N a N 
3 Norm. aS i 
106 | N.54 Kaninche| 10500. /)9:628 |= O12 515 7,005 rates 0) 1538 — 
LOTS Nao do 9,90 | 9,90 0 16,20 | +6,30 | — 6,30 = 
108 | N.56 do 3,75 | 4,00 | +0,75 | 8,10 | +4,35 | —3,60 a 
109 | N.54 do 8,70 | 10,80 2,10 | 18,35 | +4,65 | —2,55 a 
LO) | INST do 9,60 | 9,56 | —0,04 | 10,50 | +0,90 | —0,94 = 
De INOS do 5,70 | 6,380 | + 0,60 | 6,90 | +1,20 | —0,60 = 
= Sarkom ra = ne 
4 : o || Sea = | ares oy 
112 8.51 Ravinichs 5,62 11,25 5,63 | 6,35 | +0,73 | +4,90 =e 
1138 S. 50 do 3,00 | 7,20 | +4,20 | 3,00 0 +4,20 + 
114 | 8.46 do 5,8). | 7,80 |-+1,95'| 6,30 | +0,45 | +1,50 3¢ 
Ti 53 8. 45 do 7,20 | 8,40 | +1,20 | 6,90 | —0,30 | +1,50 Si 


TABELLE IX. 


Vergleichungen der Versuchsresulate bei dem Serum, dem mit Tonerde-A 
behandelten Serum und dem Harn. 


Mit Tonerde-A : 
Serum behandeltes Serum Harn 
Zeichen Art. = = 
ee Zunahme ‘ ae Zunahme V Gears | Zunahme 
Normal. aes 
N54 | weninen | 100 | —0,20 109 | —2,55 
* do do 101 0 106 —1,38 
*N. 58 do 102 0 111 — 0,60 
80 — 0,30 
N. 51 do 99 (0) a = pe 
e NST do 110 —0,94 = ze 
N,. 32 do 98 0 
N.55 do 107 — 6,30 
N. 56 do 108 — 3,60 
Saige Eom 1. 105 112 | +4,90 
Kaninch 
S. 20 do 103 84 +0,11 
8. 46 do 114 1,50 94 + 0,45 
S. 45 do ail 115 + 1,50 95 +0,28 
S. 42 do 104 +0,10 
8. 50 do ts + 4,20 
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Ill. BrsprecHuNnGcEN. 


Nach Prof. Kodama muss der Ablauf der Fuchs’schen 
Krebsreaktion folgendermassen erkliart werden: Im Blut der leben- 
den Organismus gibt es eigenartige Fermente, sog. proteolytische 
Fermente, die artfremdes Eiweiss spalten konnen. Ausserdem 
gibt es im Blut noch Antifermente, die die Wirkung der Fermente 
darin bestehend arteigenes Hiweiss zu spalten, zu hemmen imstande 
sind. Wird einem Tiere Hiweiss einer anderen Tierart, sog. art- 
fremdes Eiweiss, parenteral ins Blut eingefiihrt, so entstehen im 
Blut streng spezifische eiweissspaltende Fermente und diesen ent- 
gvegenwirkende Antifermente. Aus diesem Grund kommt es auch 
bei malignen Tumoren zur Bildung einer Art von proteolytischen 
Fermenten (Abderhaldensche Abwehrfermente). Die eiweiss- 
spaltenden Fermente befinden sich in der Peptidfraktion, wahrend 
die Antifermente in der Globulinfraktion des Blutserums vor- 
handen sind. Das Molekiil der Fermente ist kleiner als das der 
Antifermente, so dass die letzteren eine halbdurchlassige Membran 
zu durchdringen nicht imstande sind, wahrend die ersteren durch 
dieselbe leicht hindurechgehen. Die Antifermente im Blut werden 
bei Ausscheidung des Fibrins von demselben adsorbiert. Die 
Fermente dagegen bleiben im Serum zuriick. Wenn man Blut- 
serum auf arteigenes Fibrin wirken lasst, so wird das Fibrin nicht 
abgebaut, da die Wirkung der Fermente im Blutserum von den 
am Fibrin adsorbierten Antifermenten gehemmt wird. Wenn man 
aber Blutserum auf artfremdes Fibrin wirken lasst, so kommt es 
zur Aufidsung des Fibrins, da die Antifermente nicht in der Lage 
sind, artfremde Fermente anzugreifen. 

Die Menge der Fermente sowie der Antifermente im Blut 
schwankt innerhalb sehr weiterer Grenzen. Daraus folgt, dass die 
Menge der im Serum enthaltenen Fermente sowie die Menge der 
am Fibrin adsorbierten Antifermente auch sehr verschieden sind. 
Es besteht darum kein Wunder, wenn die Krebsreaktion, die durch 
Fibrinolyse im Serum hervorgerufen wird, je nach dem einzelnen 
Falle ganz verschieden verlauft. Prof. Kodama hat die Krebs- 
reaktion in 5 Formen eingeteilt. Wenn die Antifermente im Blut - 
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uberreich vorhanden sind, bleiben sie auch im Serum in betriicht- 
licher Menge, die bei neuer Einfuhr von Fibrinsubstrat an dasselbe 
adsorbiert werden. So tritt als Folge der Krebsreaktion im Gegen- 
teil eine Abnahme des Reststickstoffes im Blut auf. Diese Er- 
scheinung hat Fuchs als eine Immunisationsreaktion bezeichnet. 

Es muss angenommen werden, dass die Immunisationsreaktion, 
die die Menge des Reststickstoffes zur Verringerung bringt, nicht 
auftreten wiirde, wenn man die Antifermente aus dem Blutserum 
vollstandig entfernen kénnte. Aus den oben geschilderten Er- 
gebnissen der Untersuchungen geht hervor, dass beim Versuche an 
dem mit Harn und Tonerde-A vorbehandelten Blutserum keine 
Immunisationsreaktion auftritt. Die Krebsreaktion tritt daher 
sehr intensiv auf, was den Schluss nahe legt, dass die Fermente 
im Serum aktiviert worden sein miissen. Auf Grund dieser Fest- 
stellungen schhesst der Verf., dass die Antifermente nicht imstande 
sind, das Nierenepithel zu durchdringen, und dass sie an Tonerde-A 
durch saure Reaktion adsorbiert werden. 

Das Vorhandensein des Hiweisses im Harn gibt der Vermu- 
tung, dass die Filtrierfaihigkeit des Nierenepithels gestort ist und 
sich Hiweiss im Blut in einem abnormalen Zustande_ befindet, 
besonderen Halt. Es kénnen daher Antifermente in den Harn aus- 
gveschieden werden. Der Verf. konnte auch beim Hiweissharn keine 
befriedigenden Ergebnisse erhalten. 


SCHLUSSFOLGERUNG. 


1. Proteolytisehe Fermente, die sich an der Fuchssechen 
Krebsreaktion beteiligen, sind imstande, das Nierenepithel zu 
durchdringen, wahrend die Antifermente durch dasselbe nicht 
hindurehkommen. Daher befinden sich im Harn Fermente allein. 

2. Die Fermente im Harn werden durch <Aceton nieder- 
eeschlagen. 

3. Die Fermente im Blutserum werden aktiviert, wenn Anti- 
fermente durch saure Reaktion an Tonerde-A adsorbiert und somit 
aus dem Serum entfernt werden. 

4. Die Fuchssche Krebsreaktion lasst sich durch Anwendung 
von Harn an Stelle des Blutserums sehr leicht anstellen, wenn man 
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das Verfahren von Folin-Florkin fiir die Bestimmung des 
Aminostickstoffes anwendet, nachdem man die Fermente im Harn 
durch Aceton zum Niederschlag gebracht hat. 

5. Die Ergebnisse der auf diese Weise angestellten Krebs- 
reaktion stimmen mit klinischen Befunden bis zu 90% iiberein. 
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UBER DIE FLUOROMETRISCHE BESTIMMUNG DES 
VITAMIN B,.” 


I. Bestimmung des freien Aneurins. 


VON 


AKIJI FUJITA, TETU ASARI unp KEIZABURO DOHI. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts 
in Tokyo.) 


(Hingegangen am 3. Mirz 1941) 


Die fluorometrische Bestimmung des Vitamin B, als Thiochrom 
wurde bekanntlich von Jansen (1936) erstmalig ausgearbeitet und 
ist heute die Grundlage zahlreicher Modifikationen und Ver- 
besserungen (Vel. Gstirner). Als bedeutende Vorschlige und 
Verbesserungen sind folgende zu nennen. Vergleich der Fluores- 
cenzstarke durch direkte Beobachtung statt durch Cohens Fluoro- 
meter (Karrer und Kubli 1937), Kompensation der Blind- 
fluorescenz beim Harn mit der Blindversuchslésung (Karrer 
1937), Verdiinnunge des Harns bei Frankonit-Adsorption und 
Sauerstoffbeseitigung bei Aneurinoxydation (Westenbrink und 
Gousmit 1937), direkte Bestimmung des Harnaneurins ohne vor- 
herige Adsorption unter Ausgleichung der Blindfluorescenz mit 
, Kompensationslésune bzw. ,,automatischer Ausgleich der Higen- 
fluorescenz des Harns, Entwiasserung des Isobutanolextraktes mit 
Natriumsulfat, Titration mit der Thiochromstandardlosung und 
Vorextraktion des Harns mit Isobutanol zur Beseitigung der Eigen- 
fluorescenz (Ritsert 1938, 1), Bedienung des Pulfrich-Photo- 
meters (Kuhn und Vetter 1935, Otto und Rithmekorb 1988, 
1939), Aneurinbestimmung des Faces nach Trocknen durch Athyl- 
alkohol- und Isobutanolextraktion (Ritsert 1938, 2), Hnteiweis- 
sung des Blutes und der Organe durch Natriumsulfat (Ritsert 


1) Der Gesellschaft ,,Nippon Gakuzyutu-Sinkékai® danken wir fiir die 
Unterstiitzung dieser Arbeit, die vorliiufig am 17. Oktober 1940 auf dem Bio- 
chemischen Kongress zu Kyoto mitgeteilt wurde. 


Aan 
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1939), Vorextraktion des Harns mit Isobutanol und Nachwaschen 
des Isobutanolextraktes mit Wasser (Wang und Harris” 1939), 
Beseitigung der Higenfluorescenz des Harns durch Isobutanol- 
extraktion aus angesduerter, mit Natriumsulfat gesattigter und 
vorerwarmter Harnlosung (Ritsert 1940), Bedienung des 
Nephelometers nach Duboseq bei der Fluorometrie (Hongo 
1938), Nachwaschen des Isobutanolextraktes mit 5n NaOH beim 
Harn (Kato und Sasaki 1940), Extraktion der biologischen 
Objekte mit 80%igem Alkohol und Ather und Adsorption an 
saurer Erde (Ariyama, Hosino und Nakazawa 1914), und 
Adsorption an Permutit (Hennessy und Cerecedo 1939). 

Wir haben die verschiedenen Bedingungen der fluorometri- 
schen Aneurinbestimmung geprtift und fanden folgende Tatsachen. 

1. Durch Zusatz gentigender Menge Natriumsulfat bei 
Thiochromreaktion wird die notige Ferricyanidmenge in dem 
praktisch zu bestimmenden Konzentrationsbereiche des Aneurins 
ziemlich belanglos, infolgedessen ist die jedesmalige Bestimmung 
der geeigneten Ferricyanidmenge unnotig. 

2. Der Isobutanolextrakt aus gesittigter Natriumsulfatlosung 
ist klar und farblos. Die Entwiasserung und Filtration des Ex- 
traktes ist also zur Bestimmung unnotig. 

3. Bei Isobutanolextraktion aus gesattigter Natriumsulfat- 
ldsung wird Isobutanol in Wasser wenig gelést und das Thiochrom 
geht praktisch vollkommen in das Isobutanol iiber, so dass man das 
entstandene Thiochrom aus viel Wasser auch bei sehr kleinem 
Aneuringehalt quantitativ extrahieren kann. 

4. Thiochromldsung im Isobutanol verblasst im hellen Licht 
selbst im Eiswasser. Dunkel aufbewahrt bleibt es bei 0 bis 40° 
drei Stunden lang unverandert. Die Thiochromlésung muss daher 
moglichst dunkel aufbewahrt werden. 

5. Die Adsorption und Elution erwies sich bei Fullererde, 
Frankonit und ahnlicher japanischer saurer Erde, die wir probiert 
haben, nicht vollstandig. Wir fanden Kieselgur am besten dazu 


2) Die Berechnungsformel dieser Autoren scheint uns nicht richtig zu 
sein (Druckfehler?). 
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geeignet. Die Adsorption und Elution daran war praktisch voll- 
standig. 

6. Beim Harn ist die Adsorption an Kiesergur in mehr als 
80facher Verdiinnung (meistenfalls schon in 50facher Verdiin- 
nung) vollkommen.» Dann kann man die zugesetzte Aneurin- 
menge vollkommen wiederfinden. Durch Adsorption an Kieselgur 
und Vorextraktion mit erwiirmtem Wasser und Isobutanol werden 
die hauptsiachlichen  fluorescierenden Nichtaneurinsubstanzen 
beseitigt und der Aneuringehalt kann genau bestimmt werden. Bei 
Gegenwart bedeutender Menge Higenfluorescenz ist der bestimmte 
Aneurinwert immer grésser als beim fluorescenzfreien Falle, obwohl 
die zugesetzte Aneurinmenge bei beiden Fallen quantitativ wieder- 
gefunden wird. 

7. Aus pflanzlichen und tierischen Geweben kann das Aneurin 
in schwach saurer Reaktion durch 15 Minuten Erwirmen bei 80°C 
praktisch vollkommen extrahiert werden, wenn das Gewebe vorher 
gentigend fein zerrieben wird. Das Enteiweissen des angesiuerten 
Extraktes mit geniigender Menge Natriumsulfat ist in Anbetracht 
der Tatsachen 1 und 2 fiir die Aneurinbestimmung sehr bequem. 

8. Der Einfluss des Luftsauerstoffes bei Adsorption und 
Ferricyanidoxydation ist praktisch kaum zu _ befiirechten. Das 
Austreiben des Sauerstoffes mit Stickstoff ist also praktisch unndtig. 

9. Nach Verdauen des Gewebeextraktes mit Papain nimmt 
der Aneurinwert nicht zu (Versuche wurden gemacht mit Leber, 
Blut und Mileh). Der Aneurin-Eiweiss-Komplex, wie sich 
Sinclair (1938) vorstellt, wird also, wenn tberhaupt, bei der 
Behandlung des Erwarmens der sauren Losung _ vollstandig 
hydrolysiert. 

10. Beim Versuch mit biologischen Geweben wird die 
Fluorescenzstirke des extrahierten Thiochroms mehr oder weniger 
gefordert oder gehemmt. Es ist also im allgemeinen richtiger, 
jedesmal ausser dem Haupt- und Blindversuch auch einen Zusatz- 
versuch anzusetzen. Dann wird der etwa vorhandene Hinfluss auf 


1) Die die Fluorescenz hemmenden Substanzen werden dabei praktisch 
nicht adsorbiert. 
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die Fluorescenzstirke sowie einige Einfliisse bei der Vorextraktion, 
Adsorption usw. gleichzeitig korrigiert. Der Fehlergrenze bleibt 
dann innerhalb +5% statt +15%. 


‘A 


Quecks Woer - = Nie ) 
danupflampe . ~ThLo chrom 
\uv- durchlassiges 
Schwarz glas 
Abbe de 
y i 
a 
| 
Abie 2 Abb. 3 Abb. 4 


11. Bei einigen Geweben, die viele fluorescierende Substanzen 
enthalten, nimmt man eine modglichst kleine Menge Extrakt, der 
nach Zusatz von Séure und geniigender Menge Natriumsulfat und 
nach Erwarmen bei 80°C mit Isobutanol vorextrahiert oder nach 
Adsorption an Kieselgur mit Isobutanol und Wasser nach Er- 
warmen vorextrahiert wird. Dann wird die Bestimmung leicht aus- 
fuihrbar. 

Im folgenden beschreiben wir die Vorschrift, die sich bei uns 
am besten bewahrte. 


J. ApparatTe UND GERATE. 
1. Inchtquelle. 


Kine gentigend lichtstarke Quecksilberdampflampe ist zweck- 
massig. Ausser durch ultraviolettdurchlassiges Sechwarzglas” wird 
das Licht je nach dem Gehalt am sichtbaren Licht durch eine 
geeignete Menge Kupfersulfatlosung (15 mm, 2 bis 5%ige Lésung) 
filtiert. (Vergl. Abb. 1). 


1) UV-D1, 3mm dick von Tokyo Denki u. Co. 


€ 
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2. Reagenzgliser. 

Viele méoglichst gleichweite. diinnwandige (etwa 0,5 mm) 
Reagenzgliser (16 bis 18mm weit) werden vorbereitet. Dureh 
Bestrahlung mit Ultraviolettstrahlen stellt man fest, dass die 
Higenfluorescenz verschwindend klein und gleichmiissig: ist. 


3. Lentrifugiergefdsse mit je einem eingeschliffenen 
Glasstopsel. 

Mehrere Zentrifugiergefiisse mit je einem eingeschliffenen 
Glasstépsel (Inhalt etwa 40cem) werden verwendet. (Verel. 
Abb. 2) 

Ausserdem braucht man mehrere Kolben, gewohuliche Reagenz- 
glaser, Zentrifugiergefasse, Kapillarpipetten mit Ausbuchtung und 
Gummikappe (Abb. 3), eine Makrobiirette und eine braune Mikro- 
biirette (Abb. 4). 

Il. ReAGENZIEN. 

1. Ferricyanidlosung. 

0,1%ige und 1%ige Kaliumferricyanidlésung werden bereitet. 
In brauner Flasche und im Eisschrank aufbewart, bleibt sie lange 
haltbar. 

2. Gesittigte Natriumsulfatlosung. 

3. Natriumsulfatpulver (Krystallwasserfrei). 

4. 1n und 0,1n Salzsadure (bzw. Hssigsaure oder Natrium- 
hydroxyd). 

5. Kieselgur. 

Kaufliches Praparat ist ohne weiteres zu verwenden. Mit 
Salzsdure gereinigte oder gebrannte Priparate sind ungeeignet. 

6. Verdiinnte Salzséiure (1:4). 

Ein Teil konzentrierte Salzsiure wird mit Wasser auf das 
Vierfache verdtinnt. 

7. 30%ige NaOH. 

8. Tsobutylalkohol. 

Da das kiufliche Praparat gewohnlich Fluorescenz zeigt, muss 
es destilliert werden (Siedepunkt: 108°). Man kann auch eben- 
sogut n-Butylalkohol verwenden. (Siedepunkt: 118°). 
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9. Aneurinstandardlosung. 

20 mg %ige Aneurinhydrochloridlésung wird im Hisschrank 
aufbewahrt. (Lange haltbar!). Zum Versuch wird eine Standard- 
lésung frisch hergestellt, indem man die Stammlésung aufs 20fache 
verdiinnt. (Es enthalt 10» B,” pro cem). 


lil. Auvusrtturune. 


Erste Methode (Grundmethode). 
Zur Bestimmung der reinen oder hochgereinigten Aneurin- 
losune. 


1. Bei relativ grésserer Aneurinkonzentration 
(mehr als 0,05y pro ccm). 

(Oxydation) 1,00 cem der zu untersuchenden Aneurinlosung 
(mit 0,05® bis ly Aneurin) wird in ein Zentrifugiergefass mit 
eingeschliffenem Glasstépsel gebracht und mit 3 ccm gesiattigter 
Natriumsulfatl6sung gemischt. Dazu fiigt man 0,1 cem 0,1%ige 
Ferricyanidlésung® (nicht 1%ig!) und gemischt. Man _ setzt 
darauf 1 ccm 30%ige NaOH-Lésung zu und schiittelt 2 Minuten*, 
Man setzt 6,00 cem Isobutanol aus einer Biirette zu und schiittelt 
2 Minuten* tiichtig und zentrifugiert.® 

(Fluorometrie) Die iiberstehende vollig wasserklare Schicht 
wird mit Kapillarpipette mit Gummikappe (Abb. 3) in ein Re- 
agenzglas gebracht und 5,00 cem davon werden in ein Reagenzglas 
fiir Fluorometrie (A) genommen. In ein anderes Reagenzglas fiir 
Fluorometrie (B) werden 5 ccm Isobutanol gebracht. Andererseits 
wird 0,60 cem Aneurinstandardlosung ebenfalls behandelt und der 


1) Im folgenden wird die Aneurinmenge immer in Gewicht des salzsauren 
Salzes angegeben. 

2) Man kann aber auch 0,02y Aneurin bestimmen. Optimale Konzentyra- 
tion ist von 0,1 bis 0,57. 

3) Von 0,1 bis 0,5cem 0,1%ige Ferricyanidlésung ist praktisch gleich- 
giiltig. 

4) 30 Sekunden Schiitteln ist ungeniigend. Von 1 bis 5 Minuten Schiitteln 
ist gleichwertig. 

5) 1 bis 2 Minuten Zentrifugieren bei 3000 Touren pro Minute ist 
gentigend. 
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Isobutanolextrakt wird in eine Mikrobiirette eingesaugt. In der 
Dunkelkammer werden A und B nebeneinander vor der Lichtquelle 
senkrecht aufgestellt. Won vorn oben werden die blauvioletten 
Thiochromfluorescenzen verglichen (Vergl. Abb. 1). Aus Mikro- 
burette wird die Thiochromstandardlésung (enthaltend 1y Aneurin 
entsprechendes Thiochrom pro ecm) in B tropfenweise zugefiigt 
und gemischt, indem man die Fluorescenz mit der von A vergleicht. 
Wenn nach Zusatz von 0,01 cem Thiochromlésung die Fluorescenz- 
stirke von A>B gleich der von A=B wird, notiert man den 
Titrationswert aecem. Dann titriert man weiter bis nach Zusatz 
von weiterem 0,01 cem Thiochromlosung die Fluorescenzstirke von 
A=B gleich der von A<B wird. Titrationswert sei b cem.?) 

(Berechnung) Man berechnet den Mittelwert m von a und b, 
also m=(a+b)/2. Der Aneuringehalt xy pro 100 cem Loésung 
wird durch folgende Formel berechnet. 


6 
oo m--—-100 = 120m y%. 


2. Ber kleinerer Aneurinkonzentration 
(weniger als 0,05y pro cem). 

Zu 20 cem der zu untersuchenden Loésung (enthaltend 0,05 bis 
1y Aneurin) werden 6 g Natriumsulfat zugesetzt und gut geschiit- 
telt. Dazu gibt man 0,2cem 0,1%ige Ferricyanidlésung? (nicht 
1% ig!) und miseht. 5cem 380%ige Natriumhydroxdlésung werden 
dann zugesetzt und 2 Minuten” geschiittelt. Nach Zusatz von 
6,00 cem Isobutanol wird es 2 Minuten® stark geschiittelt. Weiter 
wird wie unter 1 durchwefiihrt. Wenn 5,00 ceem Isobutanolschicht 


1) Bei jedem 0,1 cem Thiochromzusatz wird entsprechende Menge Iso- 
butanol zu A hinzugefiigt. Je grésser die Aneurinkonzentration, desto grosser 
wird die Breite zwischen a und b, nimlich der Endpunkt wird desto unschirfer. 
Da die Fluorescenzstiirke sich je nach der Stellung zur Lichtquelle verschieden 
verhalten kann, muss man das Resultat nach dem Wechseln der Stellen beider 
Glaser nochmal priifen. 

2) Von 0,1 bis 0,5 ccm 0,1%ige Ferricyanidlésung sind praktisch gleich- 
wertig. 

3) 30 Sekunden Schiitteln ist ungeniigend. Ob 1 oder 5 Minuten ist von 
gleicher Wirkung. 
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schwer zu entnehmen sind, nimmt man 4,00 cem. Bei der Berech- 
nung ist dann 4 statt 5 in der obengenannten Formel zu setzen. 

Anmerkungen: 1) Thiochromfluorescenz ist je nach der zu- 
gesetzten Menge Ferricyanid nicht konstant. (Vergl. Tabelle I). 
Unter der Bedingung der Vorschrift ist die Aneurinmenge von 
0,05 bis 1y richtig wiedergefunden. (Vergl. Tabelle IT). 


TABELLE J, 
Versuch mit 0,5y Aneurin (1. Methode). 


Nach Vorschrift Ferricyanidmenge % wiedergefunden 
0,05 ccm 100 
0,1 | 100 
0.1% 0.2 | 100 
[ 0,5 98 
1 1,0 85 
0,1 85 
| : (,2 70 
| lye 45 44 
10 34 
Z i * 
| | 
0,05 49 
0,1 100 
0,1% 0,2 100 
0,0 100 
° 1,0 100 
0,1 | 100 
0,2 | 91 
1%) 05 | 77 
1,0 68 


TABELLE II, 
xy Aneurin in 1,00 cem+19 eem Wasser+6g NasSO. Weiter nach 
Vorsehrift 2 bestimmt. 


2g Gefundenes Aneurin in y % wiedergefunden 
0,05 0,049 98 
0,1 0,096 | 96 
0,2 0,210 105 
0,5 0,492 98 
1,0 0,972 97 


2) Da die Thiochromfluorescenz durch Belichten leicht ver- 
blasst, muss der Isobutanolextrakt im Dunkeln aufbewahrt werden. 


ry . . . . ° 
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Wenn es bis zur Titration lange dauert, muss die Titration mit 
einem neuen Thiochromextrakt erneut gepriift werden. (Vel. 
Tabelle IIT). 

TABELLE IIT. 


Versuch mit 0,57 Aneurin, 


Versuchsstelle Temperatur Zeitdauer % wiedergefunden 
Sofort 100 
Hell 0° 30 Minuten 78 
60° ous 65 
0° 10 5 100 
Sofort 100 
30° 10 Minuten | 100 
Dunkel : 3 Stunden | 100 
4 ie | 85 
40° 10 Minuten | 100 
| 
50° ” ” 86 


3) Nach Zusatz von Hisessig zum Isobutanolextrakt wird die 
Fluorescenz gelbgriin und die Fluorescenzstarke nimmt mit der 
Sdurekonzentration zu. Diese Fluorescenz ist aber bedeutend 
schwicher als die violette. Die Bestimmung dieser gelbgriinen 
Fluorescenz nach Mallinekrodt-Haupt(1939) scheint praktisch 
ungeeignet zu sein. 

4) Isobutanol ist ohne Natriumsulfatzusatz ziemlich wasser- 
loslich. Beim Schiitteln mit gesittigter Natriumsulfatlosung nimmt 
die Isobutanolschicht an Volumen kaum zu. Nach Zusatz von 
Methanol wie es seit Jansen von vielen Autoren ausgefiihrt wurde, 
nimmt aber das Volumen der Isobutanolschicht etwa um das 
Volumen des Methanols zu. Die Konzentration des Thiochroms in 
Isobutanol entspricht also nicht mehr ly pro ecm. Da unter oben- 
genannter Bedingung der kleine Uberschuss an Ferricyanid auch 
ohne Zusatz des Methanols belanglos ist, nahmen wir kein Methanol 
in die Vorschrift auf. 

5) Der Vergleich der Fluorescenz durch direkte Beobachtung 
ist nach unseren Versuchen empfindlicher und genauer reproduzier- 
bar als mit Pulfrich-Photometer oder Duboseq-Nephelometer. 
Bei Bestimmung durch direkte Beobachtung waren schon 0,05 
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Aneurin bestimmbar, wihrend es bei Bestimmung mit Pulfrich- 
Photometer etwa 1 y Aneurin bedurfte und die Fehlergrenze der 
Messung bei letzterer grosser war. 

6) Als Liésungsmittel des Thiochroms konnten statt Isobuta- 
nol unter der obengenannten Bedingung die folgenden benutzt 
werden: Aceton!), Dioxan”, Isoamylalohol und n-Amylalkohol. In 
allen Liésungsmitteln ist die Thiochromextraktion praktisch voll- 
kommen und das Thiochrom zeigte eine blauviolette Fluorescenz. 
In Chloroform und Benzylalkohol wird das Thiochrom auch gut 
extrahierbar und zeigt eine griine Fluorescenz bei ersterem und 
eine blaugriine Fluorescenz bei letzterem. Als unextrahierbar 
erwies sich das Thiochrom in folgenden Lésungsmitteln: Amyl- 
acetat, Xylol, Benzol, Hexan, Essigather, Toluol, Acetophenon, 
Nitrobenzol, Cyclohexan, Dekalin und Kohlenstofftetrachlorid. 

7) Thiochromreaktion wurde bei folgenden Derivaten und 
Spaltprodukten des Aneurins” gepriift. Acetylaneurin, welches 
nach Kuhn, Wieland und Huebsehmann (1939) im Nerven- 
gewebe gefunden wird, zeigt fast dieselbe Thiochromeigenschaft 
wie Aneurin, dessen Fluorescenzstirke als Hydrobromid aber 
gewichtsmassig in gleich konzentrierter Loésung etwa 45% des 
Aneurins betrug. N-[2-Methyl-6-Amino-Pyrimidin-Methyl (5) ]-3- 
Carbamido-Pyridium-Bromid-Hydrobromid (1) zeigte blauweisse 


N= C—NH.- HBr CH 


a ye SS 
CH;-C C—-CH»—N CH 
| Van | og) 
N—CH BrHO OH 
\cF 
CO-NH, 


Fluorescenz, die aber wegen Verschiedenheit der Farbe mit 
Thiochrom nicht quantitativ verglichen werden konnte. Die Er- 
gebnisse mit Pyrimidinderivaten” finden sich in Tabelle IV. Sie 
zeigten grosstenteils keine Thiochromreaktion. 


1) In Aceton und Dioxan nimmt das Volumen wegen der Aufnahme des 
Wassers etwa um das 1,5 fache zu. 

2) Fiir die Uberreichung der Priiparate sind wir Herrn Dr. K. Makino 
am Dairen-Hospital zu bestem Dank verpflichtet. 
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TABELLE IV. 


Wingroscene F luorescenz 
Substanz der wiisserigen des Isobutanol- 
Lésung extraktes nach 
Thiochromreaktion 
2-Methyl-6-amino-5-chloromethyl- an, e 
pyrimidin-hydrochlorid negativ blauviolett 
2-Methyl-6-amino-5-aminomethy]- ce: : 
pyrimidindihydrochlorid Beier gulch negati 
2-Methyl-6-amino-5-oxymethyl- ; 
pyrimidin negativ ” 
2-Methyl-6-amino-5-brommethy]- : 
pyrimidinhydrochlorid ‘ 
2-Methy1-6-amino-5-thioformamido- 
methylpyrimidin is 
Acetobutyrolakton gelberiin weisslich gelbgriin 


Zweite Methode (Direkte Methode) 


Diese Methode kann zur Bestimmung des Aneurins in Blut, 
Harn, Milch sowie tierischen und pflanzlichen Geweben angewandt 
werden. 


1. Beim Blut. 

Zur Enteiweissung des Blutes sind die Sauren wie Trichlores- 
sigsdure, Sulfosalicylsiiure und Metaphosphorsadure ungiinstig. Die 
Enteiweissung mittels Natriumsulfat nach Ritsert (1939) fanden 
wir am zweckmassigsten. 

(Extraktion) me Blut!) werden mit Wasser auf 20 m ecm 
aufgefiillt. Je a cem (gewohnlich 20 eem) davon werden in einen 
Kolben getan. Dazu gibt man 0,5cem HCl (1:4) und legt ins 
Wasserbad von 80°. Nach Zusatz von 6g Natriumsulfat wird gut 
gemischt und gelést. Nach etwa 5 Minuten?) wird auf der Nutsche 
filtriert) Der Riickstand wird mit 5ccem gesiattigter Natrium- 


1) Etwa 2mg Natriumoxalat pro ccm Blut werden verwendet. Die 
entnommene Blutmenge wird durch Abwiigen einer Spritze mit einigen Glas- 
kiigelehen vor und nach der Blutentnahme bestimmt. 

2) Ob 5 oder 15 Minuten Erwiirmen ist gleichwertig. 

3) Durch Zentrifugieren wird die Flissigkeit nicht ganz klar. 
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sulfatlisung gewaschen. Der Extrakt und die Waschfliissigkeit 
werden in ein Zentrifugiergefass mit eingeschliffenem Stopsel ge- 
bracht und im Wasser abgekiihlt (bis unterhalb 30°). Das 
Natriumsulfat kann dabei auskrystallisieren. Es stort aber die 
weitere Bestimmung nicht. 

(Oxydation) Zu der so behandelten Losung setzt man 0,2 cem 
1%ige Ferricyanidlésung? (nicht 0,1%ig!) zu und mischt. Dann 
eibt man 5ecm 30%ige NaOH-Losung”’ und schiittelt 2 Minuten. 
Nach Zusatz von 6,00 cem Isobutanol wird sie 2 Minuten tiichtig 
geschiittelt. Nach Zentrifugieren nimmt man 5,00 cem der oberen 
Schicht (H). Ausserdem fiihrt man gleichzeitig einen Zusatz- 
versuch und einen Blindversuch aus. Bei dem ersteren setzt man 
der Blutlosung 0,5» Aneurin zu und behandelt ebenfalls (Z), 
wahrend man letzteren ebenfalls wie dem Hauptversuch aber ohne 
Ferricyanidzusatz {B) behandelt. 

(Bestimmung) Vor der Lichtquelle stellt man B und H auf 
und tropft zu B Standardthiochromlésung bis zur Fluorescenz- 
eleichheit mit H (Hs sei m cem), weiter tropft man die Standard- 
thiochromldsung bis zur Gleichheit mit Z (Es sei m’ cem). Volu- 
menzunahme wird durch Zusatz von Isobutanol zu Vereleichslosung 
korrigiert. Die zugesetzte Aneurinmenge sei b y und die Verdiin- 
nung des Extraktes sei v. Die zu bestimmende Aneurinmenge z y 
pro 100g Blut wird nach der folgenden Formel berechnet. 


100 mbv 
VS Se 
a(m’—m) 
Nach Vorschritt sind:) “b)= 0)5, a) = 20 unde i= "20) 
Also aw = 50 m/(m’—m). 
(Versuchsbeispiel) m= 0,03, m’ = 0,285, m’—m = 0,255. 
% = 5,88 7%. 


Anmerkungen: 1) Wenn man die Aneurinmenge wie in Vor- 
schrift durch Zusatzversuch bestimmt, so wird der Hinfluss der 
im Filtrat etwa vorhandenen fluorescenzhemmenden oder -férdern- 
den Substanzen ausgeschaltet. 


1) Von 0,2 bis 0,5 em 1%ige Ferricyanidlésung sind gleichwertig. (Vergl. 
Tabelle V). 


2) Von 5 bis 25 eem Natronlaugelésung sind gleichwertig. 
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TABELLE V. 
lcem Kaninchenblut+19 cem Wasser+0,5 cem HCI(1:4) > 80° 3 
+6 g NasSO:—5 Minuten— Filtrieren > Waschen—> Filtrat + Wasch- 
fliissigkeit-+acem 1%ige Ferricyanidlésung+5cem 30%ige NaOH- 
Lésung — Isobutanolextraktion > Bestimmung, 


- = — 
© Gefundenes Aneurin in y | % wiedergefunden 

=: = | — —— — — — 
0,1 0,150 | 93 
0,2 0,162 | 100 
0,5 0,162 | 100 
1,0 0,138 85 


2) Wenn man nach Zusatz von NaOH zu lange schiittelt, 
schwacht sich die Thiochromfluorescenz ab. Nach Ferricyanid- 
zusatz ohne Lauge kann man die Lésung lange schiitteln, ohne dass 
die Fluorescenz nicht nachlasst. 

3) Wenn man einfachheitshalber ohne Zusatzversuch (bei 
Abwesebheit der Eigenfluorescenz auch ohne Blindversuch) nach 
der 1. Methode bestimmt, so ist die Fehlergrenze in den meisten 
Fallen +15%, wahrend sie mit Zusatzversuch etwa +5% bleibt. 

4) Die Aneurinmenge im Kaninehenblut fanden wir nach 
unseren Versuchen 2 bis 8y%. 


2. Bem Harn. 


Im Harn befindet sich vor Zusatz des Ferricyanids eine bedeu- 
tende Menge thiochromartige blaufluorescierende und flavinartige 
eelbertinfluorescierende und sonstige blauweisslichfluorescierende 
Substanzen und die Bestimmung ohne Beseitigune derselben 
meistenfalls sehr schwierig. Die von Ritsert (1940) angegebene 
Vorextraktion durch Isobutanol aus der angesiuerten, mit Natrium- 
sulfat gesdttigten und erwarmten Harnldsung erwies sich sehr 
zweckmiassig. Wir fanden die foleende Vorschrift am bequemsten. 

Zu 1,00cem Harn werden 19 cem Wasser und 9,5 eem HCl 
(1:4) zugesetzt, ins Wasserbad von 80° geleet, dazu 6g Natrium- 
sulfat gelést und nach 5 Minuten mit 5 ecm Isobutanol extrahiert 
und die Isobutanolextraktion aus vorgewarmter Harnlosung 
wiederhlolt bis der Extrakt im Ultraviolett fluorescenzfrei wird 
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TABELLE VI. 


1cem Harn+19 cem Wasser +0,5 cem HCl(1:4) — 80° ~ 6g NasSO: 
—3 malige Vorextraktion—-+2cem 1%ige Ferricyanidlosung +5 ccm 
30%ige NaOH-Lésung — Isobutanolextraktion —> Bestimmung. 


Fy Gefundenes Aneurin in % wiedergefunden 
0,1 0,06 53 
0,2 0,114 100 
0,5 0.114 100 
1,0 0,114 100 
2,0 | 0,102 90 


(gewohnlich 3 bis 4malige Extraktionen sind notig). Die Iso- 
butanolschicht wird abgegossen. Zur wasserigen Schicht gibt man 
nach Abkiihlen 0,5 cem 1%ige Ferricyanidlésung’, mischt, gibt 
dann 5 cem 30%ige NaOH und schiittelt. Alles weitere wird genau 
ebenso wie beim Versuch mit Blut ausgefiihrt. 
(Versuchsbeispiel) m= 0,055, m’ = 0,435, m’—m = 0,380, 
ie) Oe). 
» 0,055 
0,380 


x °0,5°100 = 7,2 y%. 


Anmerkungen: 1) Bei vielen Serienversuchen kann man den 
Zusatzversuch auslassen und nach der 1. Methode bestimmen. Dann 
ist die Fehlergrenze gewohnlich +15%. Wenn die Blindversuchs- 
losung fluorescenzfrei ist, kann man auch den Blindversuch aus- 
lassen. Man nimmt dann stattdessen Isobutanol. 

2) Nach Ritsert muss die Vorextraktion bei 50° ausgefiihrt 
werden. Nach unseren Versuchen erwies sich die Vorextraktion 
bei 80° als ebensogut oder noch giinstiger. 

3) Nach unseren Bestimmungen bei gesunden Menschen 
beider Geschlechter zwischen dem 5. bis 37. Lebensjahre war der 
Aneuringehalt im Harn 5 bis 27 y% (Mittel von 16 Fallen: 
12,6 y%). 


1) Von 0,2 bis 1,0 cem 1%ige Ferricyanidlisung sind gleichgiiltig (Vgl. 
Tabelle VI). 
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3. Ber Milch. 

Pro 10 ccm Milch setzt man 89 cem Wasser und 1 cem 1n HCl 
zu und erwarmt die Losung im Wasserbad von 80° 15 Minuten. 
Kin aliquoter Teil wird in ein Zentrifugiergefass mit einem Stépsel 
gebracht. Man gibt dazu 0,5 cem HCl (1:4) und fiillt mit Wasser 
auf etwa 20 ccm, legt ins Wasserbad von 80° und setzt 6 g Natrium- 
sulfat zu. Nach 5 Minuten Erwirmen wird die Lésung mit 5 cem 
Isobutanol vorextrahiert ; unter Umstainden wird die Vorextraktion 
wiederholt. Die wiasserige Schicht wird nach Abkiihlen wie beim 
Blut behandelt. 


4. Ber tierischen und pflanzlichen Geweben. 


mg Gewebe werden im Morser mit Glassand zerrieben, mit 
geeignete Menge 1n HCl” (bzw. Essigsiiure oder NaOH) versetzt, 
mit Wasser auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt?? (PH muss 
etwa 4,5 sein) und im Wasserbad von 80° unter 6fteren Umschiitteln 
15 Minuten extrahiert. Dann wird die Loésung mit Leitungswasser 
abgekiihlt und zentrifugiert. Hin aliquoter Teil des Extraktes wird 
im Kolben mit Wasser auf etwa 20 cem aufgefiillt und 0,5 ceem HCl 
(1:4) werden zugesetzt. Im Wasserbad von 80° werden 6¢ 
Natriumsulfat gelost. Nach 5 Minuten wird sofort zentrifugiert 
oder auf der Nutsche filtriert und der Riickstand mit 5 cem gesattig- 
ter Natriumsulfatl6sung gewaschen. Die gesammelten erwarmten 
Extrakte werden in ein Zentrifugiergefiss mit eimem Stopsel 
gebracht, mit 5cem Isobutanol vorextrahiert (wenn notig werden 
die Vorextraktionen wiederholt) und wie beim Blut ausgefiihrt. Im 
allgemeinen setzt man gleichzeitig einen Zusatz- und einen Blind- 


1) Gewéhnlich setzt man zu mg Gewebe m/10cem 1n HCl zu. Bei 
sauren pflanzlichen Geweben gibt man NaOH statt HCl dazu. Bei ungepuf- 
ferter Lésung setzt man Hssigsiiure statt HCl zu. 

2) Bei Schaumentstehung setzt man einige Tropfen Oktylalkohol zu. Das 
Volumen des Glassandes wird korrigiert. 

Bei Leber und Niere nehmen wir gewohnlich 5cem Extrakt 50facher 
Verdiinnung, bei Herz 10cem Extrakt 20facher Verdiinnung und bei Mileh 
10 cem Extrakt 10facher Verdiinnung. 
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versuch an.!) Wenn die zu untersuchende Thiochromlosung zu 
konzentriert ist, muss die Losung auf die geeignete Konzentration 
mit Isobutanol verdtinnt werden. 


Dritte Methode (Adsorptionsmethode). 


Im allgemeinen ist die Zweite Methode fiir die Bestimmung 
bequemer. Wenn aber sehr viele fluorescierende Nichtaneurinsub- 
stanzen vorlegen wie bei vielen pflanzlichen Geweben oder wenn 
die Aneurinmenge des zu untersuchenden Materials sehr gering ist, 
so ist die Adsorption des Aneurins in viel Fliissigkeit an eine kleine 
Menge Kieselegur bequemer. 


1. Beim Harn. 


(Adsorption) 0,50 cem Harn (im allgemeinen a ¢em) in einem 
Zentrifugiergefass mit einem Stdpsel werden mit Wasser auf etwa 
30cem (im allgemeinen etwa 50a ccm) aufgefiillt und man setzt 
eine geeignete Menge HCl bzw. NaOH zu bis das Pu 4-5 wird.?? 
Dazu fiigt man 0,2 g Kieselgur hinzu und sehiittelt 2 Minuten und 
zentrifugiert (10 Minuten bei 3000 Touren pro Minute). Die 
EFhissigkeit wird abgegossen. Nach Zusatz von 5cem Wasser und 
Isobutanol wird sie auf 80° erwarmt, tiichtig geschiittelt,?’ und 
zentrifugiert. Der Niederschlag wird mit Wasser gewaschen. 

(Oxydation) Der Niederschlag wird in 3ccm gesittigter 
Natriumsulfatidsung suspendiert und mit 0,2ccm 1%ige Ferri- 
cyanidlésung® gemischt. Dazu gibt man 1ccem 30% ige NaOH- 


1) Die Stirke der Higenfluorescenz mit oder ohne Ferricyanidzusatz ist 
nicht immer dieselbe. Manchmal wird die Fluorescenz nach Ferricyanidzusatz 
abgeschwacht. Daher muss die Higenfluorescenz méglichst vollstandig beseitigt 
werden. Durch Vorextraktion wird die Higenfluorescenz meistenfalls beseitigt. 
Sonst muss man nach der Adsorptionsmethode bestimmen. 

2) Gewéhnlich setzt man pro 0,5 ecem Harn 0,1 cem 0,17 HCl zu. 

3) Wenn nétig, wird die Vorextraktion wiederholt.’ 


4) Von 0,05 bis 0,4 ccm 1%ige Ferricyanidlésung sind praktisch gleieh- 
wertig. 
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Losung und schiittelt 2 Minuten.") Nach Zusatz von 6,00 cem 
Tsobutanol wird sie 2 Minuten!) tiichtig geschiittelt. Nach Zentri- 
fugieren werden 5,00 cem der oberen Schicht entenommen. Ebenso 
behandelt man den Blind- und Zusatzversuch. 


(Versuchsbeispiel) m= 0,068, m’ = 0,281, m’—m = 0,213, 
C—O. b= 015: 


OBE ee 
1p = ORS eis = 16,0 7%. 


Anmerkungen: 1) Die Adsorption an Kieselgur ist bei Pu 
1 bis 7 fast gleich. Uber Pu 8 werden die gefundenen Werte 
kleiner. An Fullererde und an japanischer saurer Erde erwiesen 
sich die Adsorption und Elution nach unseren Versuchen unvoll- 
kommen und die zugesetzte Aneurinmenge wurde niemals 100% ig 
wiedergefunden, wahrend es an Kieselgur gewohnlich vollkommen 
der Fall war. 

2) Die zugesetzte Aneurinmenge wird beim Harn erst bei der 
Verdiinnune von iiber 50 (manchmal tiber 80) vollstandig wieder- 
gefunden. Ein Beispiel des letzteren Falls ist in Tabelle VII an- 
geftihrt. Bei Verwendung des Zusatzversuches findet man auch 
in solehen Fallen richtige Werte. 


TABELLE VII. 
Versuch mit Harn. Zusatz von 0,5y Aneurin. 


Verdiinnung des Harns | % wiedergefunden 
10 | 27 
20 | 36 
40 78 
80 | 100 
160 100 


2. Bei pflanzlichen Geweben.”? 
Man stellt nach Vorsehrift der 2. Methode den Extrakt mit 
Pu ca. 4,5 her. Ein aliquoter Teil davon (a cem mit 0,05 bis 


1) 1 Minuten Schiitteln ist ungentigend. Ob 2 oder 5 Minuten Schiutteln 


ist gleichbedentend. 
2) Bei tierischen Geweben ist die 2. Methode im allgemeinen vorzuziehen. 
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0,5y Aneurin) wird in ein Zentrifugiergefiiss mit einem Stopsel 
gebracht und mit Wasser auf etwa 30cem aufgefiillt. Dazu gibt 
man 0,2 ¢ Kieselgur, schiittelt 2 Minuten und zentrifugiert. Weiter 
behandelt man genau so wie beim Harn. Da manche Gewebe 
betrachtliche Mengen fluorescierender Substanzen enthalten, muss 
die Vorextraktion mit Isobutanol wiederholt werden (manchmal 3 
bis 4 mal). 

Wir konnten bisher mit den beiden obengenannten Methoden 
den Aneuringehalt der zahlreichen pflanzlichen und _ tierischen 
Gewebe bestimmen. Dariiber soll nach Beschreibung der Bestim- 
mungsmethode des Gesamtaneurins in den spateren Arbeiten aus- 
fiihrlich berichtet werden. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die drei fluorometrischen Bestimmungsmethoden des freien 
Aneurins in reiner Aneurinlésung und in den tierischen und pflanz- 
lichen Geweben, namlich 1. Methode (Grundmethode), 2. Methode 
(direkte Methode) und 3. Methode (Adsorptionsmethode) wurden 
ausftihrich beschrieben und die notigen Vorsichtsmassregeln 
berichtet. 

2. Es wird hervorgehoben, dass man bei genauer Aneurin- 
bestimmung in biologischen Objekten jedesmal 3 Versuche, naimlich 
Haupt-, Blind- und Zusatzversuch anstellen muss, da manchmal im 
Extrakte des biologischen Materials fluorescenzhemmende und 
-fordernde Substanzen vorliegen konnen. 

3. Die Adsorption und Elution des Aneurins ist an Kieselgur 
vollkommen. Darin tibertrifft es die am haufigsten gebrauchte 
Fullererde. Der Harn muss aber iiber 50 mal verdiinnt werden, 
damit die zugesetzte Aneurinmenge vollkommen wiedergefunden 
werden kann. 
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UBER DIE FLUOROMETRISCHE BESTIMMUNG DES 
VITAMIN B,.!) 


II. Bestimmung des Gesamtaneurins. 


VON 


AKIJI FUJITA, TETU ASARI unp KEIZABURO DOHT. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato- 
Institutes in Tokio.) 


(Hingegangen am 3. Miirz 1941) 


Da Diphosphoaneurin und Monophosphoaneurin bekanntlich 
seit der Untersuchung von Lohmann und Schuster (1937) im 
Tierversuch als Vitamin B,; wirksam sind und das Vitamin By, in 
tierischen Geweben hauptsachlich in Form von Ester als Cocar- 
boxylase vorliegt, ist die Bestimmung des veresterten Aneurins 
ebenso wichtig wie die Bestimmune des freien. Kinnersley und 
Peters (1938) haben gefunden, dass das Diphosphoaneurin ebenso 
Thioechromreaktion zeigt wie Aneurin aber das Diphosphothiochrom 
im Gegensatz zu Thiochrom nicht in [sobutanol iibergeht. 
Westenbrink und Jansen (1938) haben diese Tatsache zur 
Bestimmung der beiden Formen des Aneurins angewandt. Roth 
(1938) hat dazu n-Butyalkohol statt Isobutylalkohol verwendet. 
Er hat auch gefunden, dass das Monophosphoaneurin sich dabei 
ebenso verhalt wie Diphophoaneurin und nicht in Butanolschicht 
tibergeht. Pyke (1938) hat hervorgehoben, dass der chemisch 
bestimmte Aneurinwert mit dem biologisch bestimmten manchmal 
deshalb nicht iibereinstimmt, weil das veresterte Aneurin dabei 
nicht mitbestimmt wurde. Westenbrink und Gousmit (1938) 
haben gefunden, dass der Gewebeextrakt nach Adsorption an 
Frankonit und Alkalibenhandlung ohne Ferricyanidzusatz maneh- 
mal eine bedeutende Menge thiochromartige fluorescierende Sub- 


1) Der Gesellschaft ,,Nippon-Gakuzyutu-Sinkékai” danken wir fiir die 


Unterstiitzung dieser Arbeit. 
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stanzen sowohl in die Wasser-wie auch in die Isobutanolscheicht 
iibergehen lasst, was aber durch vorherige Verdauung des Gewebs- 
proteins mit Pepsin meistenteils beseitigt werden kann. Sie haben 
die freie und veresterte Form des Aneurins bestimmt, indem sie 
den angesiuerten Gewebsextrakt nach Pepsinverdauung, Trichlores- 
sigsiurefallung, Fullererdeadsorption und Oxydation mit Ferri- 
eyanid, mit Isobutanol extrahierten und die Fluorescenzen der 
beiden Schichten bestimmten. Widenbauer (1939) hat auf 
ahnliche Weise aber ohne Adsorption und Isobutanol den Gesamt- 
vitamin B,-Gehalt bestimmt. Bei den genannten Bestimmungen 
wurde vorausgesetzt, dass ausser Thiochrom keine fluorescierende 
Substanz vorliegt, was aber bei den meisten biologischen Objekten 
nicht der Fall ist. Es wurde deshalb die Hydrolyse der Cocar- 
boxylase durch Enzym versucht. So hat Tauber (1938) gefun- 
den, dass Cocarboxylasewirkung durch Nierenphosphatase abnimmt, 
aber er hat die Sache nicht quantitativ verfolet. Hennessy und 
Cerecedo(1939) haben die gereinigte Phosphatase aus Rinderniere 
hergestellt und gezeigt, dass Mono- und Diphosphoaneurin durch 
das Ferment innerhalb weniger Stunden in Aneurin quantitativ 
hydrolysiert werden. Lunde, Kringstad und Olsen (1940) 
haben stattdessen Takaphosphatase in Form von_,,Takadiastase“ 
aus Aspergillus oryzae angewandt und den Gehalt an Cocarboxylase 
bestimmt. Die erste Anwendung von Takaphosphatase zur Ab- 
spaltung des veresterten Aneurins wurde aber von Kinnersley 
und Peters(1938, 2) versucht, aber sie haben es nicht zur quantita- 
tiven Bestimmung verwendet. Melnick und Field (1939, 1) 
haben festgestellt, dass die Hefephosphatse Monophosphoaneurin 
quantitativ in Aneurin spalten kann und sie haben es zur quantita- 
tiven Bestimmung des veresterten Aneurins angewandt. Ritsert 
(1939) hat sich zu demselben Zwecke der Malzphosphatase in Form 
von ,,Diastase-Merck“ (Ph. Japon. IV) und Ariyama, Hosino 
und Nakazawa (1941) haben sich der ,,Kasiwagi-Diastase“ 
bedient.” Ritsert (1939) hat die quantitative Spaltung des 


1) ,,Kasiwagi-Diastase erwies sich nach unserem Versuch als Phosphatase 
bedeutend weniger wirksam als ,,Takadiastase“. 


Uber die fluorometrische Bestimmung des Vitamin B,.—II. 361 


Mono- und Diphosphoaneurins durch ,,Diastase-Merek“ nach- 
gwewiesen. 

Wir haben zur Spaltung des veresterten Aneurins zu Aneurin 
Takaphosphatase in Form von ,,Takadiastase“ verwendet. Wir 
haben gefunden, dass das Praiparat etwa 2y Aneurin pro g enthilt, 
welches aber durch Schiittelung mit Kieselgur vollkommen beseitigt 
wird. Das Ferment ist in weit verdiinnterer Lésung als es bisher 
gewohnlich benutzt wurde stark genug. Bei Verwendung von zu 
viel Ferment entstehen bei manchem biologischen Material reich- 
liche fluorescierende Substanzen, was zur Bestimmung des Aneurins 
ungunstig ist. 

Im folgenden geben wir die Vorschrift zur Bestimmung des 
Gesamtaneurins, die sich nach unseren zahlreichen Versuchen am 
besten bewahrt hat. Die Ergebnisse der Messungen sollen in den 
fogenden Arbeiten ausfiihrlich berichtet werden. 


REAGENZIEN. 
Fermentlosung. 

Zu 0,lg ,,Takadiastase“ werden 10 ccm Wasser und 0,5 cem 
0,1m HCl zugesetzt und gut gemischt. Dazu setzt man 0,1 g Kiesel- 
eur zu und schiittelt tiichtig. Nach dem Zentrifugieren wird die 
Fliissigkeit als Fermentlésung (1:100) verwendet. Pr ist 4,6 bis 
5. Mit Toluolzusatz im Eisschrank ist sie einige Tage haltbar. 
Wir stellen aber die Losung einmal téiglch frisch her. 

Sonst werden genau dieselbe Reagenzien wie bei der Bestim- 
mung des freien Aneurins verwendet. 


AUSFUHRUNG. 

(Extraktion) Wie bei der Bestimmung des freien Aneurins 
beschrieben wurde, stellt man den v-fach verdiinnten Extrakt von 
me Gewebe von Pr etwa 4,5 durch 15 Minuten Erwarmen bei 
80° und durch Zentrifugieren her.” 


1) Es kann dabei vorkommen, dass Diphosphoaneurin teilweise in Mono- 
phosphoaneurin gespalten wird, was aber auf die Bestimmung des Gesamt- 


aneurins ohne Einfluss ist. 
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(Hydrolyse) Zu einem aliquoten Teil des Extraktes (a cem) 
setzt man 1lcem Fermentlésung (1:100) und Wasser auf etwa 
20cem zu. Nach Zusatz von 5 bis 10 Tropfen Toluol wird gut 
gemischt. Man lasst bei 38° iiber Nacht stehen.’? Man fuhrt 
gleichzeitig einen Blindversuch und einen Zusatzversuch aus. 

(Oxydation) Zum hydrolysierten Extrakt setzt man 0,5 cem 
HCl (1:4) und 6g Natriumsulfat zu und erwarmt 5 Minuten bei 
80°, zentrifugiert oder filtriert auf der Nutsche. Der Niederschlag 
wird mit 5cem gesiattigter Natriumsulfatloisung gewaschen. Der 
Extrakt und die Waschfliissigkeit werden im Zentrifugengefasse 
gesammelt und nach Erwirmen auf 80° mit 5eem Isobutanol ex- 
trahiert. Die Isobutanolschicht wird im ultravioletten bestrahlt. 
Wenn es fluoresciert, wird die Extraktion mit Isobutanol nach 
Erwarmen der Losung wiederholt bis der Extrakt fluorescenzfrei 
wird.”? Die weitere Ausfiihrung ist dieselbe wie bei der Bestim- 
mune des freien Aneurins. 

Dabei ist zu beachten, dass das Gesamtaneurin als freies 
Aneurin ausgedriickt wird. Die Differenz des freien Aneurins zu 
Gesamtaneurin entspricht dem veresterten Aneurin. Um das ver- 
esterte Aneurin als Cocarboxylase auszudriicken, muss es mit 1,42 
multipliziert werden. 

Anmerkungen: 1) leem Fermentlosung (1:100) wie in der 
Vorschrift ist gewohnlich bei vielen Geweben vollkommen stark 
genug. Durch Zunahme der Fermentmenge steigt der gefundene 
Wert nicht. Um sicher festzustellen, dass die Fermentlosung stark 
genug ist, setzt man gleichzeitig in einem anderen Versuch 1 ecem 
Fermentidsung (1:500) an und iiberzeugt sich, dass der gefundene 
Wert gleich hoch ist wie beim Versuch mit 1 eem Fermentlisung 
(1:100). Wenn wir je 1 eem verschieden konzentrierter Ferment- 
losungen zu je 1cem Milch bei 38° tiber Nacht einwirken liessen, 
fanden wir mit einer auf 1:16000 verdiinnten Fermentlésung 
100% ige Hydrolyse, wahrend eine Fermentlésung von 1:32000 eine 
etwa 70%ige Hydrolyse ergab. Auf ahnliche Weise priiften wir 


1) Von 4 bis 24 Stunden gleichwertig. 
2) Unter Umstiinden sind die 3 bis 4maligen Extraktionen notig. 
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mit entsprechendem Extrakt aus 0,2 @ Rinderleber und fanden, dass 
leem Fermentlésung von 1:6400 schon zu 100%iger Hydrolyse 
ausreicht, wahrend 1 cem Fermentlésung von 1:12800 88% spaltete. 
Beim Versuch mit 2¢em Kaninchenblut fanden wir in 4 Stunden 
bei 38° mit bis 0,25cem der Fermentliésung (1:100) 100%iee 
Hydrolyse, wahrend mit 0,125 cem Fermentlésung (1:100) etwa 
eine 70%ige Hydrolyse erfolet war. Jedenfalls sind die Ferment- 
mengen, die in der Vorschrift beschrieben sind, geniigend im Uber- 
schuss. 

2) Das Pu ist nach dem Versuch mit Extrakt aus 0,2¢ 
Rinderleber und 0,5 cem Fermentlosung (1:200) zwischen 4 bis 
7 gleich wirksam und zeigte 100% ige Hydrolyse. Das Pu braucht 
also um 4,5 nicht sehr genau eingestellt zu werden. 

3) Wenn man zu 1 eem Menschenmileh 1 cem Papainlésune 
(1:100) bzw. 1 cem Papainlosung (1:10) zusetzt und bei 38° iiber 
Nacht aufbeswahrt, so stimmen die gefundenen Werte mit denen 
ohne Papainzusatz tiberein. Andererseits, setzt man zu 1cem 
Menschenmilech 1 eem Papainlosune (1:100) und Takadiastase- 
losune (1:100) zu und lasst bei 38° tiber Nacht stehen, so stimmt 
der gefundene Gesamtaneurinwert mit den Werten der Versuche 
ohne Papain tiberein. Die Aneurin-Eiweiss-Verbindung, wie sich 
Sinclair vorstellt, wird also, wenn iiberhaupt, in dem _ oben 
genannten Erwairmungsprozess in saurer Reaktion vollstandig 
gespalten. Dasselbe fanden wir bei Rinderleber. Dass die benutzte 
Papainlosung stark genug war, ist daran zu erkennen, dass der 
Extrakt nach Papinwirkung klar wurde. 

4) Zima, Ritsert und Moll (1941) haben gefunden, dass 
Aneurin wie Glutathion und Cystein zur SS-Form reversibel 
oxydiert wird und dass das oxydierte Aneurin nach Behandlung 
mit H.S wie in der Bestimmung des Gesamtglutathions nach 
Fujita und Numata (1988) zu Aneurin reduziert wird. Wir 
haben Menschenmilch wie in der Vorschrift mit und ohne Ferment- 
musatz behandelt und nach Sattigung mit H.S tiber Nacht stehen 
velassen. Nach Austreiben des H2S haben wir den Aneuringehalt 
bestimmt. Wir fanden aber in allen Fallen dieselben Werte wie 
bei den Versuchen ohne HsS. Es ist daraus zu schliessen, dass 
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die oxydierte Form des Aneurins, wenn tiberhaupt, quantitativ 
kaum zu beriicksichtigen ist. Nach ihnen soll das oxydierte 
Aneurin dureh Glutathion und Cystein aber nicht durch Ascorbin- 
siure reduziert werden und es findet sich in vielen Geweben ver- 
haltnismissig viel mehr Glutathion als Aneurin. Es ist also ver- 
standlich, dass das oxydierte Aneurin praktisch kaum nachweisbar 
ist. 

5) Die Bedingungen zur Extraktion des Gewebes wurden 
folgendermassen bestimmt. 10ccm fein zerriebene Suspension der 
Rinderleber (1:10) werden mit 15cem Wasser vergesetzt, im 
Wasserbad von 80° verschieden lang erwarmt, 5 cem werden genom- 
men, mit Wasser auf 19 cem aufgefiillt, dann 1 cem Fermentlosung 
(1:800) zugesetzt und bei 38° tiber Nacht aufbewahrt. Nach 
Zusatz von 0,5 ¢em verdiinnter Salzséure und 6g Natriumsulfat 
wird bei 80° 5 Minuten erwirmt und weiter vorschriftsmassig 
bestimmt. 


TABELLE I. 
Dauer des Erwiirmens bei 80° Gefundener Gesamtaneuringehalt 
(Minuten) (v%) 
5 165 
10 200 
15 195 
20 200 
25 200 


Wie aus den Hrgebnissen eines Beispiels in Tabelle I hervor- 
geht, ist zur vollkommenen Extraktion 5 Minuten Erwiirmen un- 
genugend und von 10 bis 25 Minuten Erwirmen gleichwertig. 
Manchmal fanden wir nach linger als 20 Minuten etwas kleinere 
Werte. Nach der obengenannten Bedingung ist also 15 Minuten 
Erwirmen bei 80° ausreichend. Ahnliche Versuche, aber bei 
verschiedenen Temperaturen finden sich in Tabelle II. Bei Tem- 
peraturen zwischen 70 und 80° waren die Werte etwa gleich. Bei 
héheren und niederigeren Temperaturen waren die gefundenen 
Werte kleiner. Bei Erwirmung nach Natriumsulfatzusatz wurde 
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in langer als 5 Minuten bei 60° bis 90° kein Unterschied beobachtet. 
Bei 80° war es gleichgiiltig ob 5 oder bis 20 Minuten erwiirmt 
wurde. 


TABELLE II. 


Dauer der Extraktion Temperatur Gefundener Gesamtaneuringehalt 
(Minuten ) (CG) (y%) 
60 240 
xy 70 290 
i 80 295 
90 270 
60 237,5 
) 70 287,5 
ag | 80 287,5 
90 262,5 
60 225,0 
: ] 70 262,5 
5 80 287,5 
90 267,5 


6) Dass im Harn kein verestertes Aneurin vorliegt, ist schon 
von vielen Autoren berichtet (z.B. Goodhard und Sinelair, 
1939; Melnick und Field, 1939,2) aber neuerdings hat Wide- 
mann (1941) das Vorliegen des veresterten Aneurins behauptet. 
Nach unseren Versuchen fanden wir aber bisher keine Cocarbo- 
xylase. 

Versuchsbeispiele: Gleichzeitige Bestimmung des freien und 
Gesamtaneurins. 

(1) Beim Blut. 

7 @ Kaninchenblut werden mit 10 cem Wasser hiimolysiert, 0,49 
ccm 1n HCl werden zugesetzt, Wasser auf 70 cem aufgeftillt und 
weiter wie Tabelle III. ausgeftihrt. 

(2) Bei Milch. 

10 cem Menschenmilch, 89c¢em Wasser und leem ln HCl 
werden gemischt und bei 80° 15 Minuten extrahiert. 10 cem Ex- 
trakt werden vorschriftsmassig bestimmt. Manchmal waren 3- bis 
4 malige Vorextraktionen nétig. Wir fanden bei einem Beispiel die 
in Tabelle IV angegebenen Werte. 

(3) Bei tierischen und pflanzlichen Geweben. 
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TABELLE ITI. 
H: Hauptversuch, B: Blindyersuch, Z: Zustatzversuch. 
Freies Aneurin | Gesamtaneurin 
fe % AS = ene ae 
H Z B H Z B 
a _ = zs = et al} — o == es = 
Hamolysiertes | 
Blut (1:10) 10 | 10 10 | iG) 10 10 
5% Aneurin- | | 
losung » Lh | 0 ge . ° 
Wasser 10 or eee a 8 9 
i \ | 
= = | co a 
+0,5cem HCl(1:4)+6¢ x 
’ al 20 F . . 
NaSiO.<380"s Sp Minute ten er oe 
Zentrif.—>mit 5 cem gesit- | (1:100)+5 Tropfen Toluol—> 
tigt. NasSO. waschen—> | 38°, tiber Nacht— + 0,5 eem 
Extrakt + Waschwasser—> | HCl(1:4) +6 ¢ NaSO. > 
Abkiihlen—+0,2 cem 1% | ee 
Ferricyanid +5 cem 30% | eiter wie links. 
NaOH->2 Minuten—>+6,0 | 
ecm Isobutanol—2 Minuten 
— Bestimmung | 
Titrationswert 0,055 | 0,475 | — | 0,120 | 0,520 - 
Differenz 0,420 | 0,400 
0,055 - 0,5 - 100 les 0.120-05-100 
= =6,55 7% | X= =15,0 
0,420 PX | 0,400 1% 
TABELLE LV, 
Freies Aneurin Gesamtaneurin 
=) 
H | Z H | Z 
Titrationswert 0,045 | 0,440 0,170 0,565 
fa! YY 
Differenz 0,395 0,395 
0,045 - 0,5 - 100 0.170 - 0,5 - 100 
x ST ye X= = 2116 
0,395 Be 0,395 8k 


Je nach dem Aneuringehalt nimmt man eine geeignete Menge 


Material!) und behandelt wie bei Mileh. Manechmal sind 3 bis 4 


9 


a 


1) Wir nehmen bei Rinderleber bis 5cem Extrakt (1:25), bei 
Rinderniere 5 ccm Extrakt (1:40) und bei Rinderherz 10 cem Extrakt (1:20) 
zur Bestimmung des freien Aneurins und 1 cem desselben zur Bestimmung des 
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malige Vorextraktionen mit Isobutanol nétig, um die fluorescieren- 
den Nichtthiochromsubstanzen zu beseitigen. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Es wurde die Bestimmungsmethode des Gesamtaneurins in 
Blut, Milch, Harn, sowie tierischen und pflanzlichen Geweben genau 
beschrieben, mit einigen Versuchsbeispielen erliutert und die 
notigen Vorsichtsmassregeln ausfiihrlich beschrieben. 
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In 1937, Meyer, Smyth and Palmer isolated the A-group 
substance from pig gastric mucosa and ealled it a neutral polysac- 
charide. Their preparations, however, contained hexuronie acid 
and comparatively a large amount of nitrogenous and mineral 
impurities, although the authors attempted almost every available 
methods of purification; namely, not only have they taken ad- 
vantage of the precipitability with protein of the accompanying 
mucoitinsulfurie acid, which contains uronic acid, but also em- 
ployed Lloyd’s reagent, lead acetate, zine chloride, glacial acetic 
acid and so on, in order to remove the remaining protein fragment. 
They did not, however make tests for nucleic acid which adheres 
tenaciously to such products which are prepared from mucosa of 
the alimentary tract, bile and parenchmatous organs. Levene 
(with Lépez-Suarez, 1916) was forced to make efforts in separat- 
ing from pig-stomach-“mucin”, a nueleic-acid-free “glucothionic 
acid”, which is supposed in the light of latest knowledge as blood 
eroup-A substance, and the finally-devised barium method" caused 
enormous loss of the substance. 

In several attempts, the writer became aware of the fact that 
a glycoprotein, which is admixed with a nucleoprotein but free from 
uronic acid, obtainable by extracting the mucus with Ca(OH)» 
solution and depositing with HCl. From this it can be suggested 


1) Refer to Levene and La Forge. 
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that this mixture would permit the separation of the group-A sub- 
stance in a purer form. For the purpose of liberating it from the 
protein moiety, the writer applied tryptic digestion, which is the 
mildest procedure for severing this kind of union, and, after 
removal of the acid-precipitable protein-fragment, the evaporated 
residue was shaken with 90% acetic acid and the insoluble frac- 
tion, the polysaccharide in view, was purifed with bolus alba and 
by electrodialysis. Although the method was simple, the prepara- 
tions were free from nucleic acid and satisfactorily pure for such 
a natural product. Strangely enough its aqueous solution was acid 
in reaction and contained sulfuric acid residue, which could not 
be freed by electrodialysis. The group-A substance from the 
present source is thus assumed as an acid polysaccharide. A 
typical example of preparation and properties of the product 
thereby will be described in the following. 

A fresh pig stomach was opened along the lesser curvature 
and, after its inner surface had been cleansed thoroughly under 
running water, the mucus was scraped off carefully with a bamboo 
spatula from the whole area of the mucosa excepting the pyloric 
part which was stained with bile pigments. Attention was given 
so that the least possible tissue might be scratched off together. 
38 gm. of wet mucus were obtained on an average per stomach. 
500 gm. of the mucus obtained were combined and shaken with 
2.2 lit. of half saturated Ca(OH) >-solution for 3 days. The super- 
natant liquid after centrifugation was then precipitated with HCl 
at pH 1. The deposit was treated by similar processes twice and 
dehydrated with alcohol and ether. The powder weighed 5.2 gm. 
Phosphorus, 0.718% ; acid hydrolytic sulfur, 0.54%; Ag test for 
purine bases, positive. It was next taken up in 208 ec. of water 
by the aid of ammonia (0.2% solution) and placed in an incubator 
at 37°C, after addition of 104mgm of trypsin (Schering- 
Kahlbaum). Digestion was continued for 140 days, pH being 
adjusted from time to time to 8-9 with a dilute ammonia solution. 
Putrefaction was avoided with chloroform and toluene. A small 
insoluble portion and tyrosin, which had come out in the meantime, 
were separated on a filter and to the clear filtrate was added glacial 
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acetic acid to pH 4, whereupon bulky precipitates appeared. 
Centrifuged. The clear supernatant solution” was passed with a 
current of ether to get rid of acetic acid, evaporated under reduced 
pressure and the syrupy residue was dehydrated and collected by 
the use of alcohol. The yellowish powder amounting to 3.80 em. 
was dissolved in water (38 ec.) and 15 volumes of glacial acetic 
acid was added (the concentration of acetic acid in the solution, 
90%) and shaken for 4 days. Voluminous, floceulent precipitates 
that first formed redissolved gradually and instead sticky substance 
separated out, adhering to the vessel wall. The latter was separat- 
ed from the liquid and dissolved in water and shaken again with 
glacial acetic acid, the same procedure being repeated, using half 
the volumes of water and glacial acetic acid and washed repeatedly 
with 90% acetic acid, then with alcohol and ether, and dried finally 
over PsO; in vacuo. The yield at this stage was 2.0¢m. Biuret 
test resulted in negative. As it showed a slight turbidity in water, 
the whole was taken up in 400 cc. of water, agitated with 3 gm. 
of bolus alba and filtered. The filtrate was evaporated to 75 ce. 
and precipitated with methanol. Then the deposit was washed 
with aleohol and ether and dried as above. The operations of 
dissolution and precipitation were conducied again with the yield 
of 143 em. The powder was totally soluble in water, and gave 
neither iodine test for glycogen nor naphthoresorcinol and no 
aniline-acetate tests for hexuronie acid. Blix’s test for aminosugar 
was positive, when heated with alkali. No previous heating with 
alkali produced the above reaction to a less extent and very slowly. 
Ammonium molybdate test for phosphorus revealed negative. 
Electrodialysis was performed in a Pauli’s apparatus in a 
smaller seale (2/3) for 63h. (150 volts.) The substance was re- 
covered by vacuum distillation and precipitation with methanol. 
The quantitative data?) are listed in Table I. Other preparations- 


analysed likely. 


Quantitative-analysis : 


1) It was nearly free from phosphorus, 
2) Hlectrodialysis altered the composition scarcely. 
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TABLE I, 
Ree Le In equivalents per 
Analyses In per cent equivalent weight 
Nitrogen” 3.88 stheattoy 
Hexosamine as glucosamine” 43.18 1.00 
Acetyl” 9.86 0.95 
Acid-hydrolysable sulfur® 1.85 0.24 
Galactose 
Orcinol R.” 43.58 
a-Naphthol R.® 44.09 
Diphenylamine R. I” 43 58 
Average 43.75 1.01 
Reduction on ferricyanide, 
as glucose. 
a) per se 9.64 
b) after hydrolysis” 67.50 
Ash. | 0.73 


»  Micro-kjeldahl method. 

Masamune-Nagazumi method. 

Suzuki's modification of Friedrich, Rapoport and Sternberg’s 
method. 

Gravimetrically as BaSO, after hydrolysis under the conditions pre- 
ferred by Suzuki. 

Tillmans, Philippi and Ozaki’s method. Conf. Ozaki. 
Hydrolysis: heating with 1n. H2SO, solution at 100°C for 3h. Longer 
® Dische’s methods. 


or shorter heating gave less reducing force. 


Optical rotation : 


[aip= 


0.03426 x 1.0027 x 1 


Neutral equivalent. 
54.0 mgm of the substance were dissolved in lee. of water 
and titrated with 0.02. NaOH _ solution (indicator, phenol- 
phthalein). The alkali solution used was 1.69 ee. 


NE eo 2 Coe O00 558 
1.69 x 0.02 
When calculated from the sulfate-sulfur content, the minimal 
molecular weight became 1733. 


The preparation gave a trace of ashes on ignition, which 
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indicates imperfect removal of metallic ions, and on the other hand, 
nitrogen value was somewhat higher compared to the hexosamine, 
due most probably to remaining amino acids. It is assumed from 
these facts that the group-A substance is of a less molecular weight 
than that calculated above and is monosulfate of an octasaccharide 
made up of equimolecular acetylglucosamine and galactose (m. w., 
1558), for instance such as in diagram: 


CHOH =O — ——CH 
a Es ——— a = 
HONILAc | HCOH HCNHAe | HCOH | 
HOCH O|0O HOCH O O HOCH O|0 HOCH O 
HCOH HOCH HCOH | HOCH | 
WGe = ne ne HO— 
HC C080 


The terminal monosaccharide is considered to have a free 
carbonyl group, because the substance reduced ferricyanide to the 
extent of about 10% of glucose (Table I). It is a matter of ques- 
tion for the present whether group-A reaction (isoagelutinin bind- 
ing) occurs through the free carbonyl group or the sulfurie acid 
Test. 

Biological assay. 

The activity of the A substance was measured as follows. 

20 mem of the substance (not electrodialized) taken up in a 
small quantity of water were neutralized with 0.01n NaOH solution. 
The volume was then made up to 1 ee. with water, and 1 ce. of 1.7% 
saline solution was added. 0.2 ee. portions of this solution or its 
dilutions with the physiological saline solution were incubated with 
0.2 ce. portions of B or A serum (10 times diluted) for 1 hour at 
37°C and subsequently 2 drops of A or B red-blood-cell-suspension 
(2%) were respectively added to each of the mixtures above. The 
oceurrence of agglutination was examined after the lapse of 3-4 
hours at room temperature. The agglutinin titre of the standard 
serum were determined similarly by replacing the solutions of the 
substance with the physiological saline solution. As is demonstrated 
by the results listed in Table II, the substance even in 1,000,000 


times dilution could perfectly inhibit agglutination of A erythro- 
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eytes by B serum which has the agglutinin titre 80 and was diluted 
to 1:10, while it was of no effect on the agglutination of B erythro- 
cytes. 


TABLE II. 
a) Agglutination of the standard serum. 


a ey Serum 


= ~~ dilution. 1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 
Group - 

of serum, ae 

A Hh HH 4th +h + = 

B 4 + — - 


b) Agglutination when the serum is treated in advance 
with the substance. 


Dilution of 
the subs- } Original 
Group of ~_ tance | solution 1/10 1/100 1/1000 1/100C0 1/100000 


serum solu- ™ (1%) 

Pere ii.  e 
A +t +t th + + tit 
B - = = ~ - + 


IDENTIFICATION OF GALACTOSE AND GLUCOSAMINE. 

Another preparation was taken for these purposes. 

a) Mucie acid formation. 

211 mgm of the sample were dissolved in 15 ce. of nitrie acid 
(sp. gr. 1.15), and heated on a bath until the solution was con- 
centrated to one-third the original volume. Water was added up 
to 15 cece. and condensed, as mentioned above. The process was 
repeated twice and let the solution stand. Crystals separated out 
in a typical form for mucie acid. Yield, 836mgm. By dissolving 
in water by the aid of NaOH and precipitating with HCl, the 
product was purifed twice, when it melted at 213°C. No depres- 
sion of melting point was observed, when mixed with mucic acid. 


b) Isolation of glucosamine pentabenzoate. 


500 mgm of the sample were hydrolysed with 15 ee. of 5.5n. 


lard 
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HCl-solution for 5 hours in a boiling bath, and were condensed 
in a porcelain dish. HCl was removed from the syrupy residue as 
much as possible by evaporating the latter several times with water. 
The final residue was extracted many times in a hot water and 
filtered. Then, for decoloration, to the filtrates together (100 cc.) 
were added 15 ce. of the saturated solution of neutral lead acetate, 
and the lead in the filtrate was precipitated with H.S-gas. Acetic 
acid was extracted with ether. The solution, concentrated to about 
20 ee. was submitted to benzoylation according to Schotten and 
Baumann and the acylated product (175 mem) was purified three 
times. The substance in characteristic erystals melted at 216°C 
per se as well as when mixed with glucosaminepentabenzoate. 
N, 2.00%. [a]? = +45°07. 


NOTES ON PREPARATION. 

1. According to Freudenberg and Hichel, urine of 
group-0 individuals involves a carbohydrate which is allied to the 
one obtainable from A or B urine. In our ease, it is essential to 
ascertain that every hog has the group-A substance in their stomach 
mucus, because in some, a polysaccharide, which possesses no 
eroup-A activity but still has a resembling structure, might be 
present in place of the group active substance. An experiment 
below showed to eliminate such a possibility. 

Batches of mucus collected separately from 20 stomachs were 
each shaken with 0.02% NaOH solution (pH of the mixture was 
9) over night. The supernatant liquids after centrifugation were 
acidified to pH 1, and the deposits, which separated out, were 
collected, washed thoroughly with aleohol and with ether and dried. 
They were digested for 75 days with trypsim. After the acid-in- 
soluble parts in the digest were separated out, the solution was 
condensed and the residues were collected in aleohol. Serological 
tests, showed strong reaction of blood group A. 

2. Extraction from the mucus of the group-subtance-involving 
material was tried with agents: a) a solution containing Ca(OH)» 
and CaCls, b) a CaCly solution, ¢) NaCl solutions of various con- 
centration, d) a sodium acetate solution, e) the saturated Ca(OH)» 
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solution, and f) very dilute NaOH solutions (pH of mixtures with 
mucus were maintained between 7 and 9). a)-d) could extract 
only a small quantity of the material or not at all. e) and f) 
were not superior to the half saturated solution of Ca(OH)», with 
respect to the yield and glucosamine content respectively of the 
precipitates from the extracts. In another attempt, mucus was 
shaken with acetone, dried and boiled with water. But no substance 
was extracted at all. 

3. After removal of the acid-precipitable portion, a tryptic 
digest was shaken with a mixture of chloroform and amylalcohol 
(3:1), but this operation was much less effective than the fraction- 
ation by means of 90% acetic acid. 


SUMMARY. 

By a simple procedure, an A-group substance can be isolated 
in highly pure state from the mucus of a hog stomach. The pre- 
parations were free from hexuronie acid and phosphorus, and 
nitrogenous impurity was neglgible. They were composed of 
acetylglucosamine, galactose and sulfuric acid in the equivalent 
proportion of 1:1:4. The calculations from neutral equivalent and 
sulfate-S suggested that it is monosulfate of an octasaccharide. 

Parts of the costs of this work were defrayed by grants given 
from the Foundation for Promotion of Scientific and Industrial 
Research of Japan and by the Government Grants Committee for 
Scientific Researches of the Education Department. 
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BIOCHEMICAL STUDIES ON CARBOHYDRATES. 
LXII. Prosthetic Groups of Snail Mucoproteins. 
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By 
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Sapporo. Director: Prof. H. Masamune.) 


(Received for publication, March 7, 1841) 


The mucroproteins, which have been investigated in our 
institute, contained always aminosugar, either chitosamine or 
chondrosamine, and we are now convineed that aminosugar is a 
constant component of this sort of protein. 

Informations, that contradict our belief, are however not want- 
ing, although their concerns were restricted to the polysaccharides 
of snail mucoproteins. Among the investigators who took up the 
chemical studies of these polysaccharides, Landwehr considered 
the snail mucin (from the whole body) to be an admixture of 
“achrooglycogen” and a protein, and Mammersten said that 
mucins from foot as well as from mucus are the one and the same 
conjugated protein containing a kind of “animal gum”, Landwehr. 
Achrooglycogen (1882) and animal gum (1884, 1886, 1887) were 
assumed by Landwehr as non-nitrogenous. Later on Hammar- 
sten’s claim was accepted by Schmiedeberg in so far as snail 
mucins contain a carbohydrate which is free of nitrogen. According 
to this author, however, the polysaccharide has the structure of a 
pentosan-glucosan. More recently (1925), Levene raised an 
objection to the predecessors, proposing that mucins from both 
snail mucus and foot contain mucoitin-sulfurie acid. This assertion 
for the mucus mucin appears plausible, but as to the footmucin, he 
concluded merely from elementary composition of his carbohydrate 
preparations and did not demonstrate the presence of aminosugar 
at all. Pure preparations of this kind of compound is hardly 
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obtainable and besides “the dissecting of the foot from the body was 
not earried out with anatomical accuracy” by him. As has been 
proved by recent workers, Levene was misled to generalize his 
view that the prosthetic groups of mucoproteins are either mucoitin- 
or chondroitin-sulfuric acid and none else. 

From snails, still other polysaccharides have been isolated. 
“Sinistrin”, a nitrogen-free levo-rotatory polysaccharide, was said 
by Hammarsten to make the prosthetic group of “glyco- 
protein” which was separated from the protein gland but this 
alleged mucoprotein was a very labile substance and the prepara- 
tions with a constant nitrogen content were obtaimed only with 
difficulty besides that their nitrogen value (6%) was unusually 
low for mucoproteins. May isolated galactogen (levorotatory) not 
only from the protein gland but also from eggs of this animal. 
Furthermore with Stadelmann, he succeeded to isolate a new 
tetrasaccharide composed of 4-d-galactosidolevoglucosan (levorota- 
tory) from the eggs, while he expressed the opinion that the former 
substance is a kind of animal starch, like glycogen, and the latter 
a metabolite in its breakdown in the animal body. These three 
polysaccharides appear, therefore, each to take free form and do 
not fall into the scope of our consideration. 

In short, the mucin from snail foot is the only mucoprotein 
that is possible to possess an aminosugar-free prosthetic group. I 
took up the mucusmucin besides the footmucin as the subject of 
investigation, because Hammarsten, who carried out the experi- 
ments with even meticulous care, came to the idea that both 
of the mucins are identical. Despite small amounts of materials, 
which allowed merely analytical studies and identification of amino- 
sugar, my results were of definite conclusions. The mucusmucin 
and -mucinogen contained hexurorie acid, aminosugar (chitos- 
amine), galactose, acetic acid and sulfuric acid rests, and its 
quantitative proportions suggested that either mucoitin and mono- 
sulfate of an acetylchitosamine-galactose (1:1) complex or, more 
likely, when analyzed from the nature of the polysaccharide in foot- 
mucin, mucoitinsulfuric acid and an acetylchitosamine-galactose 
(1:1) complex make together the prosthetic group of this mucin. 
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Footmucin contained no hexuronie and sulfurie acids but an acetyl- 
chitosaminegalactose (1:1) complex alone. Chitosamine isolated 
as the benzoyl derivative from both footmucin as well as mucus- 
mucinogen was identified from erystalline form, melting point, 
mixed melting point and nitrogen content. Owing to too small 
yield, optical measurement could not be made, but no room is left for 
doubt that chitosamine takes part in making up of the carbohydrate 
portion of footmucin which I think is a sufficient evidence that 
hexosamine is an invariable constituent of mucoproteins. 


EXPERIMENTAL. 
PREPARATION OF MUCUSMUCINOGEN AND -MUCIN FROM SNAILS. 


Both were prepared according to the directions of Hammar- 
sten from helix laeda Gould. Mucus was collected twice from 
the same animals. In averages 80 ce. on the day of catch and 50 ce. 
on the subsequent day were obtained from 100 snails. The animals 
did not take food in the meantime. The second portion was not 
so ropy as the first and contained less mucin. About 300megm of 
the mucin or of the mucinogen were yielded from the fluids 
combined. 

PREPARATION OF FOOTMUCIN. 


After collection of the mucus as mentioned above, the animals 
were cleansed, and feet were dissected, freed with a thorough care 
from the rest of alimentary canal and washed well. Chopped tissues 
of 100 feet were then agitated with 2 lit. of cooled water (5°C) for 
14 hours, after a few drops of toluene had been added. The reac- 
tion of the liquid remained throughout on acid side. Hammarsten 
employed alkali for extraction here, but water is more preferable, 
because possible decomposition of the mucoprotein is avoided and 
furthermore contaminants which are extractible with alkali may be 
reduced. This extract was then acidified with acetic acid. At pH 
4.5-5.5, precipitation of the mucin occured. The deposit!’ was 


1) It was free from Ca, while the crude mucusmucin, which was obtained 
at first by precipitation from the secretion, contained an appreciable quantity 


of salts of this metal. 


380 H. Suzuki: 


purified by redissolving in water by adding 0.01% KOH in small 
portions (all of it went into solution at pH 6.0) and reprecipitat- 
ing with acetic acid. After carrying out the procedure again, it 
was washed repeatedly with 95% alcohol, until no more coloration 
of alcohol took place, and then with ether and dried over P20; in 
vacuo. Yield was 1.05-1.20em. Hammarsten recommended 
HCl for throwing down the mucin. The reason was that not only 
the mucin but also other proteins such as myosin and an albumin- 
like substance separate out, when acetic acid is used, thus producing 
preparations which contain more nitrogen than tho:e obtained by 
HCl. In spite of acetic acid employed, nitrogen values of my 
preparations were nearly equal to those of Hammarsten’s HCl- 
precipitates which ranged from 13.62 to 13.69%. It was probably 
due to the employment of water for extraction instead of alkali 
as mentioned already. 


QUALITATIVE TESTS OF THE MUCOPROTEINS. 


1) Ammonium molybdate test for phosphorus: none of the 
substances indicated the presence of phosphorus. 

2) Test for hydrolytic sulfur: mucusmucin and -mucinogen 
gave barium sulfate with barium chloride after hydrolysis, 
but footmuein did not. 

3) Molisch test: all the substances showed violet coloration. 

4) Aniline acetate and naphthoresoreinol tests for hexuronie 
acid: the substances from mucus gave positive reactions, 
while footmucin negative. 

5) Masamune-Nagazumi procedure for analysis of amino- 
sugar: all the substances gave cherry red colour. 


QUANTITATIVE ANALYSIS. 


The methods were those applied hitherto in this series of in- 
vestigation. Typical examples are embodied in Table I and II. 

Acetyl value of footmucin exceeded the equivalent of the 
aminosugar. But it seems more plausible to assume that one 
acetyl is present also in this mucin for one hexosamine, because 
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TABLE I. 
In per cent In equivalents per 
Raalese equivalent weight 
Mucusmucinogen} Footmucin |Mucusmucinogen| Footmucin 
Nitrogen 12.9 13.9 
Carbohydrate re- : 
duction as glucose Aas , 9.3 
Chitosamine (by 
the Masamune- : 2 °1¢ 
Nagazumi i 11.6 4.3 2.16 1.06 
method) 
Uronie¢ acid as 
glucuronic acid : = 
(by the furfural i 6.1 1.05 
method) 
Galactose d. 4.07 1.00 1.00 
Acetyl 2.83 1.4] 2.19 1.45 
Hydrolysable ; s 
sulfur ee 1.25 
Ash 0.8 0.8 
TABLE II. 
Colorimetric identification of ordinany sugar, by the 
Masamune-Tanabe method. 
i) Mucusmucinogen. 
Ordinany sugar (%) in the final solution”, eale. as 
Reaction” == 
Galactose” Mannose | Glucose | Fructose 
Oreinol 0.0165 0.0174 | 0.0245 | > 0.050 
Diphenylamine I. 0.0168 <0.010 | 00190 | — 
Reduction 0.0163 0.0134 | 0.0134 | 0.0122 


» Analysis by means of indole was given up because this reaction 
developed the colour with red tint which made a reading difficult. 

” ee, of the final solution, which was used for both colorimetry and 
estimation of reducing force, corresponded to 3.076 mgm of the mucino- 
gen. 

» The average value as galactose denotes that this sugar takes up 

0.0165 + 0.0168 + 0.0163 


5.4% ( =- 3x 3.076 x 100 )ot the substance. 
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ii) Footmucin. 


Orem | 0.0163 | 0.0170 0.0232 0.0465 
Indole 0.0168 ~—s| 0.0169 0.0128 * 0.0080 
Diphenylamine I. | 0.0168 | <0.010 0.0095 = 


lec. of the final solution corresponded to 4.076 mgm of footmucin. 
The mean value as galactose of colorimetry accounts for 4.07% 

0.0163 + 0.0168 + 0.0168 
( Fs 3 x 4.076 


x 100) of the substance. 


analysis of this radicle is liable to give higher values than the 
actual when only small quantities of it exist in proteins and carbo- 
hydrates. 


IDENTIFICATION OF AMINOSUGAR. 


The processes were followed as they had been often adapted 
for isolation of aminosugar as pentabenzoate. After recrystalliza- 
tion twice from methanol, the products both from mucusmucinogen 
and footmucin melted at 216°C per se as well as when mixed with 
glucosaminepentabenzoate. N, 2.00 and 1.98% respectively. 


CONCLUSION. 


Diverging from all the predecessors, I found: 

1. Mucinogen or mucin from snail mucus contains as its 
prosthetic group either mucoitin and monosulfate of an acetyl- 
chitosamine-galactose (1:1) complex or more likely mucoitin- 
sulfuric acid and an acetylchitosamine-galactose complex. 

2. The prosthetic group of mucin from snail foot is an acetyl- 
chitosamine-galactose (1:1) complex. 

3. From the findings above and the experiences of our in- 
stitute, I propose that hexosamine is in general a constant con- 
stituent of the prosthetic groups of mucoproteins. 

The Foundation for Promotion of Science and Industrial 
Research of Japan gave a grant for defraying the costs of this 
investigation. I wish here to express gratitude for it. 
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UBER DIE KOLORIMETRISCHE BESTIMMUNG 
DES VITAMIN B,.”’ 


VON 


AKIJI FUJITA unp DANJI MATSUKAWA. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Institutes 
zu Tokyo.) 


(Eingegangen am 7. Mirz 1941) 


Die Farbenreaktion des Aneurins mit diazotierter Sulfanil- 
saure wurde von Jansen und Donath (1926) zuerst mitgeteilt 
und sie wurde von Kinnersley und Peters (1984) zur Bestim- 
mung des Aneurins angewandt (,,Formaldehyd-Azo-Test“). Die 
Methode wurde weiter von ihnen (Kinnersley und Peters 1938) 
so verbessert, dass man bei biologischen Objekten ,,semiquantitative 
data‘ bekommen kann. Die Nachteile der Methode bestehen in 
Unspezifitat und Unempfindlichkeit der Reaktion. Sie ist fiir die 
Bestimmung der reinen Aneurinlésung anwendbar aber fiir die 
Bestimmung biologischer Objekte ungeeignet. Prebluda und 
McCollum (1939) haben eine Modifikation mit diazotiertem 
p-Aminoacetophenon publiziert, die von Melnick und Field 
(1939) zur quantitativen Bestimmung des Aneurins in biologischen 
Objekten ausgearbeitet und die Spezifitit der Reaktion festgestellt 
wurde. Wir haben auch die Prebluda-MeCollumsche Reaktion 
studiert und die Methode von Melnick und Field verbessert 
und vereinfacht, die im folgenden beschrieben werden soll. 
Inzwischen wurde die Methode auch von Sakurai und Mitarbeiter 
(1940, 1941) sowie von Takada und Murakami (1941) zu ver- 
bessern und zu vereinfachen versucht. Der Vergleich der genann- 
ten Methoden mit der unserigen soll den spateren Untersuchungen 
iiberlassen werden. Emmet, Peacock wnd Brown (1940) 


1) Der Gesellschaft ,,Nippon Gakuzyutu-Sinkékai® danken wir ftir die 
Unterstiitzung dieser Arbeit, die bisher am 18. November 1939 und 17, Oktober 
1940 auf dem Biochemischen Kongress zu Taihoku und Kyoto mitgeteilt wurde. 
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priiften die kolorimetrische Bestimmung von Melnick und Field, 
indem sie das Lovibond-Tintometer bei der Bestimmung und 
Superfiltrol als Adsorptionsmittel verwendeten. Sie untersuchten 
den Einfluss der verschiedenen Vitamine auf der Farbenreaktion 
und fanden, dass Ascorbinséure die Farbenreaktion hemmen kann. 
Sie wiesen auch nach, dass die kolorimetrisch bestimmten Werte 
bei Hefe-, Malz- und Leberextrakt mit denen nach Tierversuchen 
praktisch gut iibereinstimmen. 

Ausserdem wurde eine kolorimetrische Bestimmungsmethode 
des Aneurins durch diazotiertes 2,4-Dicholoranilin von Willstadt 
und Béarany (1988) berichtet, dessen Brauchbarkeit aber noch zu 
priifen ist. Die Bestimmung des Aneurins mittels Ferricyanid 
(Tauber 1938) sowie mit Jod (Slotta und Neisser 19388) ist 
selbstverstandlich fiir Aneurin nicht spezifisch und nur bei reiner 
Lésung anwendbar, so dass sie hier nicht behandelt zu werden 
braucht. 

Wir haben schon in den zwei vorangehenden Mitteilungen 
(Fujita, Asari und Dohi 1941) iiber die fluorometrische Bestim- 
mungsmethode des Aneurins ausfiihrlich berichtet. Da die Be- 
handlungen des Extraktes in vielen Punkten die gleichen sind, 
sollen hier nur die besonderen ausfiihrlich beschrieben werden. 


Reagenzien. 
lL. Zur ExtrRaKtTion. 


ln HCl (bzw. Essigsiure oder Natronlauge). 
Natriumsulfat (krystallwasserfrei). 
Oktylalkohol. 

Methanol. 

Benzylalkohol. 

Kieselgur. 


Ww woe 


Do 


Kaufliches Priparat ist ohne weiteres zu verwenden. Das mit Salzsiure 
gewaschene oder gebrannte Priparat erwies sich praktisch unbrauchbar. 


7. Isobutylalkohol. 
8. Ather. 


Das Praparat von Pharm. Jap. IV ist ohne weiteres verwendbar. 
Besonderes Reinigungsverfahren zur Beseitigung des Peroxyds wie bei der 
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Bestimmung des Vitamin A (Vgl. Fujita und Sakamoto 1941) ist hier 
unnotig. 


Il. Zur FARBENREAKTION. 


1. Aminlésung. 

Man lost 1g p-Aminoacetophenon in 9cem_ konzentrierter 
Salzsdure (sp. G. 1,19) und fiillt mit Wasser auf 100 ccm auf. 
In dunkler Flasche und im Hisschrank aufbewahrt, ist die Lésung 
lange haltbar.?) 

2. Nitritlosung. 

Man lost 4,5 ¢ Natriumnitrit in Wasser und fiillt mit Wasser 
auf 100cem auf. In dunkler Flasche und im Hissehrank auf- 
bewahrt, ist die Losung mindestens einen Monat lang haltbar. 

3. Phenollosung. 

Man lost 5¢@ Phenol in 1n NaOH auf und fiillt mit der Lauge- 
losung auf 100 cem auf. Man bewahrt die Losung in dunkler 
Flasche im Hisschrank auf. Sie ist taglich einmal frisch herzu- 
stellen. 

4. Athylalkohol. 

Man kann ebenso gut auch mit Alkohol von Pharm. Japon. ['V?? 
verwenden. 

5. Xylol. 

6. Herstellung des Diazoreagenzien. 

Ein Volumenteil eisgekiihlte Aminldsung und 5 Volumenteile 
eisgekiihlte Nitritlosung werden im Hiswasser 1 bis 2 Minuten gut 
gemischt und die Lésung wird im Hiswasser mindestens 30 Minuten 
liegen gelassen. Taglich einmal frisch herzustellen. 

7. Aneurin-Standardlosung. 

20 me %ige wiisserige Aneurinldsung®) wird in dunkler Flasche 
im Hisschrank aufbewahrt. Sie ist mindestens 3 Monate lang 
haltbar. 


1) Mindestens 3 Monate lang haltbar. 
2) 90 bis 91 Volumprozent Athylalkohol, 
3) Im folgenden wird die Aneurinmenge immer im Gewicht des Hydro- 


chlorids angegeben. 
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III. Zur BesTIMMUNG DES VERESTERTEN ANEURINS. 
1. Fermentlésung (1:100). 
0,2¢ ,,Takadiastase“ wird in 20 ccm Wasser durch Schutteln 
aufgelést. Dazu setzt man 0,leem 1n HCl zu und schiittelt mit 
0,2 ¢ Kieselgur tiichtig.? Nach 1 bis 2 Minuten wird die Losung 
zentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit wird verwendet. 


Pu ist etwa 5. Muss taglich einmal frisch hergestellt werden. 
2. Toluol. 


Ausfiihrung. 
I. BESTIMMUNG DES FREIEN ANEURINS. 
1. Hatraktion. 


m@ Gewebe*) werden nach Zusatz einer geeigneten Menge 1n 
HCl” (bzw. Essigsiiure oder NaOH) im Morser mit Glassand fein 
zerrieben. Man ftllt mit Wasser auf ein geeignetes Volumen auf.*? 
(Das Pu muss etwa 4,5 bis 5 sein). Das Gemisch wird in einen 
runden Kolben (etwa 300 eem Inhalt) gebracht, durch geschliffenen 
Hahn im Gummipfropfen evakuiert, geschlossen und ins Wasserbad 
von 70° unter ofterem Durchschiitteln 30 Minuten lang gelegt. 
Nach Abktihlen wird es zentrifugiert und die tiberstehende Losung 
wird abgefiillt. Bei pflanzlichen Geweben wird dann der Extrakt 
direkt mit Kieselgur geschiittelt. 

Bemerkungen. (1) Bei einem Versuch mit etwa 150 cem 
Suspension von Rinderleber (1:5) ist das Erwarmen auf: 70° 
wahrend 15 Minuten noch ungeniigend. Eiweisskoagulation ist 
noch nicht vollkommen. Der Extrakt ist etwas blutfarbig und 


1) Wir fanden 1,947 Aneurin pro g ,,Takadiastase“. Durch Behandlung 
mit Kieselgur wird das Aneurin praktisch fast vollkommen beseitigt. 

2) Gewoéhnlich nimmt man 8 bis 20g Material. Optimale Aneurinmenge 
in einem Versuch ist 10-407. 

3) Gewohnlich setzt man zu mg Gewebe m/10cem 1n HCl zu. Bei 
sauren pflanzlichen Geweben fiigt man NaOH statt HCl. Bei pufferarmen 
Lésungen gibt man Hssigsiiure statt HCl. 

4) Gewohnlich fiillt man auf 5 mccm auf. Dann wird der Extrakt im 


folgenden als (1:5) ausgedriickt. Je nachdem Aneuringehalt im Gewebe ver- 
diinnt man auf 10 m bis 100 m cem. 
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kann durch Zentrifugierung nicht scharf getrennt werden. Nach 
mehr als 20 Minuten Erwirmen wird die Koagulation vollkommen. 
Die gefundenen Aneurinwerte nehmen nach 20 Minuten Erwiirmen 
nicht mehr zu. Beim Versuch mit Hefe und Keimknospen von Reis 
ist die Extraktion bei 70° schon in 15 Minuten vollkommen und 
nimmt in 45 Minuten nicht mehr zu. 

(2) Wenn man die Extraktion nach Vorschrift unter Evaku- 
ation vornimmt, findet kein Verlust des Aneurins und des Fliissig- 
keitsvolumens statt. Bei Anwesenheit von Luft ist aber der 
Verlust praktisch unbedeutend. 

(3) Das Px bei der Extraktion kann von 3 bis 7 sein. Bei 
PH 8 wird etwa 20% weniger Aneurin gefunden. Damit man den 
Extrakt zur Bestimmung des Gesamtaneurins ohne weiteres ver- 
wenden kann, stellen wir das Pu des Extraktes immer um etwa 
4,5 ein. 

(4) Nach dem Versuch mit Hefe erwies sich die Extraktion 
des Aneurins mit Wasser am gitinstigsten. Mit 80%igem Methanol 
war etwa 53% Aneurin des Wasserextraktes nachweisbar und mit 
80% igem Athylalkohol etwa 82-87%. 

(5) Enzymatische Aneurinoxydation des Gewebeextraktes 
wie die Oxydation der Ascorbinsiure durch Ascorbinsiureoxydase 
konnte beim Versuch mit Kiirbis nicht nachgewiesen werden. Der 
sofort nach Vorschrift bestimmte Wert stimmte mit denen genau 
tiberein, die nach Kochen oder nach Aufbewahren tiber Nacht bei 
38° vorschriftmiassig bestimmt waren. 

(6) Das Aneurin in saurem Extrakt ist in Luft ebenso 
bestiindig wie in COz oder No. Das Austreiben der Luft durch No, 
wie von Melnick und Mitarbeiter ausgefiihrt wurde, ist also 
unnotig. 

(7) Bei Hirse oder Klebreis wird der Extrakt (1:5) klebrig. 
Soleher Extrakt soll entweder nach missiger Verdiinnung” zentri- 
fugiert werden oder nach Zusatz von 2 Volumen Methanol filtriert 
und der Extrakt (1:15) nach 5facher Verdiinnung mit Wasser 
mit Kieselgur geschiittelt werden. 


1) Der Extrakt von (1:20) oder noch verdiinntere Loésung wird hergestellt. 
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2. Reinigung des Extraktes. 

Bei Harn oder tierischen Geweben muss der Extrakt ent- 
weder durch Methanol oder durch Benzylalkohol vorgereinigt 
werden, um die etwa vorhandene Farbenreaktion hemmenden oder 
Xylolschichttrennung hemmenden Substanzen zu beseitigen. 

A. Methanolmethode. 

Der Extrakt nach 1” (gewoéhnlich 50cem) wird in einen 
runden Kolben (Inhalt etwa 300 cem) gebracht und mit lg 
Natriumsulfat und geeigneten Mengen Oktylalkohol (etwa 5 bis 10 
Tropfen) versetzt. Man legt den Kolben ins Wasserbad von 70° 
und evakuiert den Gasraum mit einer Wasserstrahlpunpe, bis die 
Fliissigkeit etwa 5cem betrégt. Man achte dabei darauf, dass 
durch standiges Schiitteln der Fliissigkeit diese nicht stosst. Dann 
setzt man etwa 50¢cem Methanol zu. Dabei entsteht gewohnlich 
ein reichlicher Niederschlag. Man erwarmt das Gemisch 1 bis 
2 Minuten auf 70°, schiittelt griindlich und kthlt mit Eiswasser 
ab. Der simtliche Extrakt wird auf einem Glasfilter (3G4), der 
vorher mit einer etwa 5mm dicken Natriumsulfatschicht bedeekt 
wurde, unter Absaugen filtriert und der Kolben wird zweimal mit 
je 5cem Methanol abgespiilt und dies auf dem Filter filtriert. Dem 
samtlichen Extrakt von etwa 60 cem setzt man 240 cem Wasser zu 
und schiittelt mit Kieselgur. 

B. Benzylalkoholmethode.”? 

Man engt wie bei A den Gewebeextrakt auf etwa 5 cem ein, 
gibt 40 cem Benzylalkohol dazu und setzt die Evakuation bei 70° 
unter standigem Schiitteln fort, bis der Niederschlag am Kolben- 
boden kérnig wird. Man filtriert auf dem Glasfilter wie bei A und 
fuigt dem Kolbenriickstand etwa 5 Léffel Natriumsulfat zu, mischt 
gut und fiihrt dieses gemischte Pulver mittels Glasspatel auf dem 
Glasfilter iiber, der vorher mit einer etwa 5mm dicken Natrium- 
sulfatschicht bedeckt wurde. Man spiilt den Kolben mit 5 cem 
Benzylalkohol®) zweimal ab und filtriert. Das siimtliche Filtrat 


1) Beim Harn setzt man pro 50cem eine geeignete Menge HCl bzw. 
NaOH (gewohnlich 0,5 cem 1m HCl) bis das Pu etwa 5 wird. 

2) Wesentlich nach Melnick und Field (1939) ausgefiihrt. 

3) Es wird vorher mit Natriumsulfat entwiissert. 
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von etwa 50¢em wird in den Scheidetrichter von etwa 300 ¢em 
Inhalt gebracht. Man gibt 50cem angesiuertes Wasser (etwa 
n/1000 HCl) und 100 cem Ather! dazu und sehiittelt eine Minute 
lang tuchtig. In etwa 2 bis 3 Minuten trennt sich die Lésung in 
2 Schichten. Die untere wiisserige Schicht, die simtliches Aneurin 
enthalt, wird in einen Kolben von etwa 500 ccm tibergefiihrt und 
die Alkoholschicht wird mit je 5 ccm angesiiuertem Wasser zweimal 
gewaschen. Die Waschfliissigkeiten werden in dem genannten 
Kolben gesammelt. Der ganze Wasserextrakt betragt etwa 60 cem. 
Man setzt Wasser bis auf etwa 300 cem dazu’) und sehiittelt mit 


Kieselgur, 


; 3. Adsorption. 

Bei pflanzlichen Geweben fiigt man dem Extrakt nach 1 direkt 
0,4 ¢ Kieselgur hinzu, schiittelt etwa 2 Minuten stark, zentrifugiert, 
und wascht der Niederschlag mit Wasser. Bei tierischen Geweben 
wird der Extrakt nach 2 nach Verdtinnen mit Wasser mit 0,4 ¢ 
Kieselgur stark geschiittelt und auf der Nutsche (etwa 4,5 em weit) 
filtriert.2) Wenn der Methanolextrakt bei der Methanolmethode 
sich nach Zusatz des Wassers triibt und die Filtration schwierig 
ist (wie beim Muskelextrakt),*) schtittelt man die Kieseleursuspen- 
sion nach ZYusatz geeigneter Mengen (10 bis 40 ccm) Ather.®) 
Dadurch geht die Filtration sehr schnell vor sich. Man spilt den 
Kolben mit Wasser ab und filtriert. Darauf wiascht man den 
Ruckstand mit Wasser egriindlich. Man fiithrt den Niederschlag 
mit einem Loffel in ein Zentrifugiergefiss (3*10¢m) tiber, nimmt 


1) Statt Ather kann man fast ebenso gut Benzol verwenden. Die 
Trennung der beiden Phasen ist aber dabei etwas langsamer. Von Ather 
kann man des 1 bis 4fache Volumen des Wassers fast ebenso gut verwenden. 
Bei zweifachem Volumen wie in der Vorschrift wird die Trennung etwas 
schneller als bei einfachem Volumen. 

2) Ohne Verdiinnung mit Wasser findet man bei Harn etwa 88% des 
E-Wertes nach 5facher Verdiinnung. 

3) Dabei verwendet man zweckmiissigerweise gehiirteten Filter von 
,,Toyo'-Filtierpapier Nr. 4. 

4) Das kommt nach der Fermentwirkung zur Bestimmung des Gesamt- 


aneurins hiufig vor. 
5) Der Zusatz von Ather kommt nur bei der Methanolmethode in Betracht. 
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das Filtrierpapier mit einer Pinzette heraus und bringt das an- 
haftende Adsorbat mittels einer Spritzflasche in das genannte 
Zentrifugiergefiss, fiihrt das etwa an der Filterwand anhaftende 
Adsorbat quantitativ in das Zentrifugiergefiass tiber, zentrifugiert 
und giesst das Wasser ab. 

Anmerkungen. (1) Die Adsorption des Aneurins an 
Kieselgur ist bei Pu 2 bis 6 fast belanglos. Bei noch saureren 
oder alkalischeren Reaktionen wird die Adsorption geringer. Das 
Pu des Extraktes braucht also nicht sehr genau zu sein. 

(2) <Ascorbinsiure, die Je nach der Menge die Farbenreaktion 
des Aneurins hemmen kann, wie Emmet und Mitarbeiter (1940) 
fanden, wird an Kieselgur bei Pn 2 bis 6 praktisch gar nicht ad- 
sorbiert,!) so dass der Einfluss der Ascorbinséiure nach Adsorption 
praktisch kaum in Betracht kommt. 


4. Vorextraktion des Adsorbats. 

Dieser Schritt ist gewohnlich unnotig. Wenn der Extrakt viel 
Farbstoff (besonders Carotinoide) enthalt, wie bei Mohrriiben und 
Mandarinen, und das Adsorbat deutlich farbt, so ftihrt man diesen 
Sehritt aus.”? 

Zum Adsorbat setzt man gleichzeitig je 5cem Wasser und 
Isobutanol zu und schiittelt 2 bis 3 Minuten ttichtig. Nach Zusatz 
weiterer 10cem Wasser wird die Lésung zentrifugiert und die 
ganzen Flissigkeitsschichten werden dekantiert.2) Der Nieder- 
schlag wird mit etwa 40 cem Wasser gewaschen und die Fliissigkeit 
wird abgegossen. 

5. Farbenreaktion. 


Man suspendiert das gewaschene Kieselguradsorbat in 10 cem 


1) Wir versuchten mit 4 bis 16mg Ascorbinsiure neben 37y Aneurin. 

2) Wenn nach Fermentwirkung zur Bestimmung des Gesamtaneurins 
sich die zugesetzte Toluolschicht deutlich fiirbt, so ist die Vorextraktion des 
Adsorbats giinstig. Die gelbe Farbe, die zuletzt in Xylol ubergeht, stort aber 
bei der Photometrie mit S53 verh&ltnismissig wenig. 

3) Manehmal entsteht zwischen Isobutanol- und Wasserschicht eine 
membranartige Masse und der Farbstoff geht in Isobutanol iiber. Man 
beseitigt die siimtlichen Fliissigkeiten einschliesslich der membranartigen 
Masse. 
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Wasser, setzt 2cem Diazcreagens zu und legt es mindestens etwa 
5 Minuten ins Wasserbad von 30°. Dazu fiigt man, indem man 
die Losung im Wasserbad tiichtig drehend schiittelt, 10 cem Phenol- 
losung, die vorher in einem Reagenzglas auf 30° angewiirmt war, 
auf emmal zu und schiittelt eine Minute tiichtig,» lisst bei 30° 
etwa 15 Minuten stehen® und kiihlt mit Wasser ab. Die Fliissig- 
keit ist orangerot. 

Anmerkungen. Die Farbenreaktion ist je nach der Art des 
Mischens mit Phenolldsung verschieden. Wenn man das Phenol- 
reagens statt nach Vorschrift unter lebhaftem Durchleiten von 
Luft durch eine Glaskapillare zufiigt, so findet man etwa einen 
15% hoheren Wert. Mit Gas ohne Sauerstoff wird der gefundene 
Wert noch etwas hoher. (Vel. Tabelle Il). Auf diese Tatsache 
haben zuerst Sato, Hirano und Takino (1941) aufmerksam 
eemacht. Wir tiberzeugten uns von dieser Tatsache, trotz eimiger 
zahlenmissiger Verschiedenheiten. Da die H-Werte aber nach vor- 
schriftsmassiger Ausfiihrung den Aneurinkonzentrationen praktisch 
genau proportional und reproduzierbar sind (Abb. 2) und da 
andererseits die Werte selbst nach Durchleiten von No je nach der 
Zusatzgeschwindiekeit der Phenolreagenzien nicht konstant sind, ist 
die Verwendung des indifferenten Gases unnotig. 


6. Xylolextraktion. 

Man versetzt die obengenannten Losung mit 10 ecm Athyl- 
alkohol® und 5,00 cem Xylol, schiittelt eine Minute sehr tiichtig, 
schliesst das Gefiiss mit dem Stépsel und zentrifugiert. (2 bis 
3 Minuten bei 3000 Touren pro Minute). Die Xylolschicht wird 
abpipettiert, unter Umstiinden filtriert und im Pulfrieh-Photo- 


1) Die Reaktion ist in etwa 5 Sekunden vollendet. Das Schiitteln braucht 
nicht linger als eine Minute fortgesetzt zu werden, 

2) Nach Phenolzusatz ist es gleichgiltig ob man die Lésung bei 30°C 
nur 10 Minuten oder tiber Nacht aufbewahrt. 

3) Durch Zusatz von Athylalkohol wird de Uberfiihrung des gelben 
Farbstoffes in die Xylolschicht infolge der iiberschiissigen Reagenzien und die 
etwa entstehende Ausscheidung der scheibenartigen Masse in der Xylolschicht 


bedeutend gehemmt. 
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meter gemessen. (Filter S 53, 10 mm-Kivette). 

Gleichzeitig fiihrt man einen Zusatzversuch aus, indem man 
eine bestimmte Menge Aneurin (gewohnlich 20y) dem Extrakt 
zusetzt und genau wie im Hauptversuch behandelt. 

Anmerkungen. (1) Die Xylolmenge kann unter Umstanden 
variiert werden. Die H-Werte sind der Xylolmenge genau um- 
eekehrt proportional. 

(2) Die in Xylol tibergegangene violettrote Farbe ist sehr 
bestiindig. Im Hisschrank aufbewahrt, erwies sich der H-Wert 
selbst nach 5 Wochen unverandert. 


7. Berechnung. 

Das Volumen der zu untersuchenden Lésung sei acem, die 
Verdiinnung derselben sei v, die zugesetzte Aneurinmenge sei D y, 
die Extinktion des Hauptversuches sei H, dieselbe des Zusatzver- 
suches sei H’, so kann der Aneuringehalt xy pro 100g Gewebe 
nach der folgenden Formel berechnet werden. Die Fehlergrenze 
der Bestimmung ist etwa 5%. 


_ 100Ebv_ 


Ta 


Anmerkungen. (1) Der f-Wert d.h. b/(H’—E) in der 
Forme! ist bei reiner Aneurinlésung nach Adsorption nach unseren 
Versuchen (10,15 mm-Kiivette) 114. Wenn 10 cem reine Aneurin- 
losung ohne Adsorption direkt bestimmt werden, so ist der Wert 
100. Die H-Werte sind den Aneurinkonzentrationen genau pro- 
portional.’ Bei pflanzlichen Geweben nach direkter Adsorption 
des Extraktes fanden wir gewohnlich f-Werte von 114 bis 150, 
wahrend wir bei tierischen Geweben wegen des Vorliegens der 
hemmenden Substanzen die f-Werte bei Methanolmethode 150 bis 
300°) und bei Benzylalkoholmethode meistens 114 bis 130 fanden. 
Bei hoherem f-Wert kann man den Wert, trotz Zusatzes weiterer 
Reagenzien von einem gewissen Wert, nicht mehr herabsetzten. Es 


1) Wir haben mit bis 160y Aneurin versucht. 


2) Bei hoheren f-Werten werden die berechneten Werte ungenauer, Dann 
ist die Benzylalkoholmethode vorzuziehen, 
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kommt also nicht von ungeniigenden Reagenzien, sondern von der 
Gegenwart hemmender Substanzen. Da aber die zugesetzte 
Aneurinmenge in solehem Falle gleichmissig niedriger gefunden 
wird (also f-Werte sind gleich), kann man den richtigen Aneurin- 
wert mit dem gemessen f-Wert berechnen. (Vgl. Tabelle VII). 

(2) Die zugesetzte Aneurinmenge zeigt gewohnlich wiihrend 
der ganzen Manipulationen keinen Verlust.? Der Versuch, bei 
dem das Aneurin dem Extrakt zugeftigt und ebenfalls wie beim 
Hauptversuch behandelt wurde, zeigte denselben Wert wie bei dem 
Versuche, dem das Aneurin direkt vor der Adsorption zugesetzt 
wurde. 

(3) Zur Bestimmung des Aneurins in reiner Losung ist die 
Verwendung noch verdiinnterer Reagenzien zweckmdssiger. Der 
Vorgang ist foleender. (G@Grundmethode). Zu 1,00 cem Aneurin- 
losung (5 bis 50y) setzt man 7cem Wasser und 2cem dmal 
verdtinntes Diazoreagens zu. Nach 5 Minuten Liegen im Wasser- 
bad von 30° setzt man auf einmal wie in der Vorschrift 5 ccm 
2%iger Phenollosung in 0,5n NaOH hinzu, die vorher auf 30° 
erwarmt war. Nach 15 Minuten Stehenlassen bei 30° kuhlt man 
mit Wasser ab. Mit 5,00 cem Xylol schiittelt man eine Minute 
tiichtig; die Xylolschicht wird photometriert (S53, 10mm). Der 
Aneuringehalt in der zu bestimmenden Losung (ay pro eem) wird 
nach der folgenden Formel berechnet. 


pelo) O10). 


Il. BrstimMuNG DES GESAMTANEURINS. 


Man stellt den Extrakt wie bei der Bestimmung des freien 
Aneurins her. Zu 50cem Extrakt (1:5) setzt man 5 ecm Ferment- 
lésung (1:100) und 10 Tropfen Toluol zu und mischt. Nach 
Liegen iiber Nacht bei 38° wird die Bestimmung ebenfalls wie bei 
der des freien Aneurins ausgefiihrt. Der bestimmte Wert zeigt 
den Gehalt an Gesamtaneurin. Die Differenz des Wertes der freien 
Form zu dem Wert des Gesamtaneurins entspricht dem Wert des 


1) Wir haben mit Rinderleber, Menschenharn und Keimknospe yon Reis 


Versuche angestellt. 
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veresterten Aneurins (in freier Form ausgedriickt). Bei der 
Methanolmethode wird der Methanol-Extrakt manchmal nach der 
Fermentwirkung sehr triibe und die Filtration der Kieselgur- 
suspension sehr schwierig. Zu solchem Falle setzt man der Suspen- 
sion 10 bis 40 cem Ather zu und schiittelt gut durch. Dann wird 
die Filtration bedeutend leichter. Der Zusatzversuch wird eben- 
falls ausgefiihrt wie der Hauptversuch. Der f-Wert ist nicht 
immer derselbe wie beim freien Aneurin. 

Uber die mit dieser Methode gemessenen Ergebnisse der 
Verteilung des freien und des veresterten Aneurins in pflanzlichen 
und tierischen Geweben soll in den spateren Mitteilungen aus- 
fiihrlich berichtet werden. 


III. VeErRsuCcHSBEISPIELE. 


1. Roter Muskel von ,,Katuo“ (Katsuwonus vagans Lesson). 
Zu 1g Muskel setzte man 0,2 cem 1n HCl. Pu war 4,9. Der 
Extrakt (1:5) war weisslich getriibt und kolloidal. Zum Versuch 
verwendete man 38cem. (entsprechend 7,6¢@ Muskel.) Versuch 
nach Methanolmethode. Waschfliissigkeit mit Methanol war nicht 
triibe. Atherzusatz war unnotig. 
‘Freies Anetrin) #=0;008, £’=0.085, (=2070,077= 260) 
x=0,008 - 260 - 100/7,6=27,4 y%. 
(Gesamtaneurin) H=0,008, E’=—0,080, f=20/0,072=278. 
X =0,008'- 278: 100/7,6 = 29:2 9 7, 


2. Dunkelroter Muskel (,,Tiav“) von ,,Katuo“ 
(Katuwonus vagans Lesson). 
Zu 1g Muskel setzte man 0,13cem 1” HCl. Pu war 5,1. 
40 com Extrakt (1:5) entsprechend 8g@ Gewebe wurden zum 
Versuch verwendet. Extrakt war braun und etwas triibe. Versuch 
nach Methanolmethode. Kein Atherzusatz. 
(Freies Aneurin) H=0,126, H’=225, f=20/0,099=202. 
x=0,126 - 202 -100/8=318 y%. 
(Gesamtaneurin) H=0,345, H’=0,412, f=20/0,067—298. 
X =0,345 - 298 -100/8=1285 »%. 
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3. Unreife Bohnen ,Soramame* (Vicia Fava). 

Ganze Bohnen wurden zum Versuch verwendet. Zu 80¢ 
wurden 5 cem 1n HCl und 315 cem Wasser zugesetzt. Pu war 4,4. 
Zu einem Versuch wurden 40 cem Extrakt (1:5) entsprechend 8 
Bohnen verwendet. Extrakt wurde direkt adsorbiert. 

(Freies Aneurin) H=0,117, E’=0,292, f=20/0,175=114. 
c=0,117 - 114 - 100/8=167 »%. 

(Gesamtaneurin) H=—0,140, E’=0,290, f=20/0,150=133. 
X =0,140 - 133 - 100/8=238 »%. 


4. Keimknospen von Reis (Oryza sativa). 
Zu 1g setzte man 0,4cem 1n HCl und 100 cem Wasser zu. 
Pu war 4,2. Zum Versuch verwendete man 20cem Extrakt 
(1:100) entsprechend 0,22. Direkt an Kieselgur adsorbiert. 
(Ereies Aneurin) — #=0,150, 4’ =0,3827, f=20/0 1771128. 
x=0,150 - 118 - 100/0,2=8480 »%. 
(Gesamtaneurin) H=0,155, #’=0,325, f=20/0,170=117,5. 
K=O 1175 = 100/029 00 y%G. 


Experimentelles. 
I. User Presuupa-McContuumscuEe REAKTION. 
1. Spezifitat der Reaktion. 
Wir haben mit sehr vielen Substanzen die Spezifitat der 
Reaktion gepriift. Es ergaben sich folgende Resultate. (Versuch 
mit leem etwa 100 meg%iger Losung. Priifung mit Diazoreagens 
und Alkali ohne Phenol). 

(1) Vo6llig negativ: Glukose, Fruktose, Mannose, Saccharose, 
Laktose, Maltose, Galaktose, Stirke, Glykogen, Mannit, Inosit, 
Phytin, a-Alanin, dl-Valin, /-Leucin, /-Isoleucin, d-Phenylalanin, 
I-Cystin, Asparaginsiure, d-Glutaminséure, Asparagin, d-Citrullin, 
d-Arginin, 1-Prolin, ]-Oxyprolin, Kynurensiure, Harnstoff, Kreatin, 
Kreatinin, Glycinanhydrid, Glyeylglycin, Glycyl-l-leucin, Alanyl- 
glycin, d-Leueyl-glyein, Glyeyl-di-alanin, dl-Leucyl-dl-alanin, /- 
Leueyl-glyeyl-glycin, dl-Alanyl-glyeyl-glycin, dl-Valyl-glyeyl- 
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elyein, Glycyl-di-leucyl-glycin, Triglycin, dl-Alanyl-dl-leucyl-glycin, 
Tetraglycin, Ephedrin-HCl, Spermin-HCl, Adenin, Adenosinphos- 
phorsiiure, Cholinchlorid, Sarkosinanhydrid, Dimethylamin-HCl, 
Trimethylamin-HCl, Hamin in 0,12 NaOH, Chlorophyll in 
Methanol, Cholsdiure in Methanol, Desoxycholséure in Methanol, 
Natriumglykocholat, Natriumtaurocholat, Natriumcholeat, Natrium- 
citrat, Natriumlaktat, Natriumsuccinat, Natriumoxalat, Natrium- 
acetat, Nicotinsiure, Nicotinsiureamid, Laktoflavin, Uracil. 

(2) Leicht gelbe Farbe: Glykokoll (bald farblos), dl-Serin 
(bald farblos), J-Cystein, d-Ornithin-HCl, d-Lysin-HCl, Am- 
moniumsulfat, Methylamin-HCl, Athylamin-HCl, Hydroxylamin- 
HCl, Gelatine, Hefenukleinséure, Aceton (bald farblos). 

(3) Gelbe Farbe: l-Tryptophan, Glutathion (leicht gelb), 
l-Histidin (gelborange), Histamin-HCl (gelborange), Harnsaure, 
Dijodtyrosin (gelbbraun), Glycyl-l-tryptophan (leicht gelb), Witte- 
Pepton (orangegelb), Seide-Pepton (leicht gelbbraun), Hydrochinon 
(braun), Ascorbinsaure (gelb—gelbbraun), 2-Methylthiazol (leicht 
gelbbraun—farblos), Isoamylamin (gelbe Farbe geht teilweise in 
Xylol iiber). 

(4) Rote Farbe: Tyrosin (rot-orangerot), 1-Dioxyphenyl- 
alanin (weinrot), Adrenalin (purpurorange), Glyeyl-l-tyrosin 
(orangerot), /-Leucyl-l-tyrosin (orangerot), Casein (rotorange), 
Edestin (orangerot), Serumalbumin in 0,1ln NaOH (braunrot), 
Hieralbumin in 0,ln NaOH (rotbraun), Xanthin (farblos—>leicht 
orangerot), Thiazol’’ (gelbbraun—orangerot), Phenol (orange). 

(5) Tiefblau: Bilirubin (dichromatisch von Indigoblau und 
Purpur:):. 

Es gibt also viele Substanzen, die verschiedene Farbenreak- 
tionen geben. Aber alle diese Farben gehen nicht in Xylol iiber, 
mit Ausnahme der Aminen, die die gelbe Farbe nur teilweise in 
die Xylolschicht iibergehen lassen. Wir haben ausserdem folgende 
Derivate und Spaltprodukte des Aneurins?) gepriift und fanden, 


1) Nach Schiitteln mit Xylol wurden beide Flissigkeitsschichten farblos. 
2) Fiir die Uberreichung der Priiparate sind wir Herrn Dr. K. Makino 
in Dairen-Hospital zu bestem Dank verpflichtet. 
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TABELLE J, 


Versuch mit Derivaten und Spaltprodukten des Aneurins. 
Gnit 1 cem ca. 100 mg%iger Lisung gepriift). 


ip farblos — 

II ” — 

IONE leicht gelbbraun — farblos = 

AGAVE farblos — 
V leicht gelb — gelb negativ 

VI rosa — farblos == 
VIL gelb negatiy 

VIII farblos > gelb ” 

Ix rotorange volliig extrahierbar 


dass sie ausser Acetylaneurin keine Farbe in Xylol tibergehen 
N-[2-Methyl-6-amino-pyrimidin-methyl] (5) |-3-carbamido- 
OVID. Aneurin 


erwies sich 


liessen. 
pyridium-bromid-hydrobromid welches wie 


ahnliche Thiochromreaktion zeigt, vollig negativ. 
Positiv fanden wir nur bei Acetylaneurin (IX), das eine rotorange 


Farbe zeigte, die mit Xylol véllig extrahierbar war. (Vgl. Tabelle I) 


Wir erhielten folgende Werte! : 


Versuchsobjekt E (858, 10,15 mm) E/y 
507 Aneurin-HCl 0,555 0,011 
182y Acetylaneurin-HBr 0,190 0,001 


Das Aneurin zeigt also einen etwa 1lmal grésseren Extinktionswert als 
Acetyl-Aneurin, 


2-Methyl-6-amino-5-oxymethyl- 


2-Methyl-6-amino-5-aminomethyl- 
pyrimidin 


pyrimidin-dihydrochlorid. 
=C—NH,: HCl N=C—NH, 


hel eel 
(I) CH;—C C—CH,: NH;- HCl (II) oa en 
| Il 


N—CH N—Ci 


1) Nach Grundmethode bestimmt. 
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2-Methyl-6-amino-5-chlormethyl- 
pyrimidin-hydrochlorid 
N=C—NH,: HCl 


| 
(IIT) ctieat ue 
N—CH 


2-Methyl-6-amino-5-thioformamido- 


methyl-pyrimidin 
N=C—NH, 


La) 
(Vv) oe ae C—CH,—NH 


| | 
HC=Ss 


N—CH. 

H 

(VII) nee 
penne 

N=C—NH,: HBr 

(VII) eee O— Cle 


| I Z| 
N—OH » 7 HC 


und Matsukawa: 


2-Methyl-6-amino-5-brommethyl- 
pyrimidin-hydrobromid 
N=C—NH,- HBr 


(IV) CH,;—C C—CH,Br 


| | 
INS OEE 


4-Methyl-5-oxyaethy]-thiazol- 
hydrochlorid. 
N—C-CH, 
| 
HO 
~< 


- HCl 


(VI) C-CH,-CH2OH. 


Acetobutyrolacton. 


CH 


\ 
CH N-[2-Methyl-6-amino-pyrimidin- 
| | methyl (5) ]-3-carbamido-pyridium- 
CH bromid-hydrobromid. 


Br “EA 
CONH, 


h | oe 

| 

N HOC C—CH,-CH,O-OC- CH, 
SV 


Acetylaneurin. 


Nach Melnick und Field (1939) soll Diphosphoaneurin bei 
der Prebluda-MeCollumschen Reaktion orangerote Farbe 
zeigen, die aber mit Xylol nicht extrahierbar sei. 

Wir haben uns iiberzeugt, dass diese Reaktion fiir Aneurin 
ausserst spezifisch ist. 


2. Hatinktionskurve. 
Die Extinktionskurven des Aneurins und des Acetylaneurins 
sind in Abb. 1 dargestellt.? Maximale Extinktion findet man bei 


Aneurin in etwa 530myu, wiahrend bei Acetylaneurin in etwa 
500 mu. 


1) Nach Grundmethode bestimmt. 
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3. Extinktion wnd Aneurinkonzentration. 


Zu 10 ecm Aneurinlésung (mit 20, 40, 80 bzw. 160y Aneurin) 
werden 2cem Diazoreagens zugesetzt und _ vorschriftsmassig 
bestimmt. Die erhaltenen Extinktionen sind, wie aus Abb. 2 her- 
vorgeht, den Aneurinkonzentrationen praktisch genau proportional. 
Wenn man das Aneurin vorher mit 0,4 @ Kieselgur adsorbiert, das 
Adsorbat in 10cem Wasser suspendiert und vorschriftsmassig 


Abbs 2: 


Be 
Q 
van 


x—x Direkt gemessen 
e--« Nach Adsovption gemessenl, 


\ 


jo) 


o 
© 


2) 
aD 
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bestimmt, so sind die erhaltenen Extinktionen den Aneurinkon- 
zentrationen proportional, aber die Werte sind etwa 15% kleiner 
(Vgl. Abb. 2). 


4. Einfluss der Zusatzegeschwindigkeit des 
Phenolreagenzien. 

Man setzt zu 10 cem Aneurinlésung (mit 40y) 2 eem Diazore- 
agens hinzu und leitet im Wasserbad von 30° durch eine Glas- 
kapillare dauernd Gas durch. Zugleich leitet man durch 10 cem 
Phenollésung bei 30° auch das Gas hindureh. Unter Durchleiten 
des Gases fiigt man die Phenollésung auf einmal hinzu und setzt 
die Durchleitung noch 2 Minuten fort. Nach weiteren 13 Minuten 


TABELLE II, 


Durchgeleitetes Gas E (10,15 mm) %o 
Nach Vorschrift 0,385 84 
Luft 0,435 95 

0 0,345 75 

H, 0,460 100 

Nz 0,460 100 


Liegen bei 30° wird die Lésung vorschriftsmissig bestimmt. Die 
erhaltenen Extinktionen nach Durchleitung verschiedener Gase 
sowie die vorschriftsmassig bestimmte Extinktion befinden sich in 
Tabelle II. 

Man erkennt daraus, dass die erhaltene Extinktion bei 
tiichtigem Durchmischen wahrend des Phenolzusatzes héher wird 
und sie bei Abwesenheit des Sauerstoffes noch zunimmt. Aber 
selbst beim Durchleiten von Stickstoff wird die erhaltene Extink- 
tion bei schnellem Durchmischen hoher als die langsam zugesetzte. 
(Vel. Tabelle TIT). 


TABELLE ITT. 


Bedingung des Phenolzusatzes FE (10,15 mm) % 


Auf einmal zugesetzt 0,455 100 i 
Aus Pipette zugesetzt 0,415 ot 


(dauerte etwa 8 Sekunden) 
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5. Hemmung der Farbenreaktion durch Ascorbinsiure. 


Die Farbenreaktion des Aneurins wird durch iiberschiissige 
Ascorbinsaure gehemmt, wie aus einem Beispiel unserer Versuche 
in Tabelle IV hervorgeht. 

TABELLE LY. 


wmg Ascorbinsiiure und 407 Aneurin wurden ohne Adsorption 
vorschriftsmiissig bestimmt. 


a E (9,9 mm) % 
0 0,375 100 
1 0,370 100 
2 0,375 100 
4 0,250 67 
8 0,070 19 


6. Einfluss der Phenolmenge auf Extinktion. 


Wenn man verschiedene Mengen Phenol in 10 ecem 1n NaOH 
lost und die Extinktionen bestimmt, so werden die hochsten H- 
Werte, wie aus Tabelle V hervorgeht, bei 5 bis 6% Phenol erhalten. 


g Phenol in 10 cem 1n NaOH B (10,15 mm) % 
0,2 0,320 89 
0,3 0,335 93 
0,4 0,340 95 
0,5 0,360 100 
0,6 0,360 100 
0,7 0,345 96 
0,8 0,230 64 
0,9 0 0 


7. Vergleich mit der Methode von Melnick und Field. 


Bei der Methode von Melnick und Field war der E-Wert, 
nach unserem Versuch, in 60 Minuten nach Herstellung der 
Reagenzien maximal, vor und nach dieser Zeit werden die H-Werte 
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kleiner. In 2 Stunden reagiert das Reagens nicht mehr. Infolge- 
dessen kann die Farbe im Duboseq-Kolorimeter mit der Standard- 
lésung, die ebenfalls behandelt worden war, verglichen werden, 
aber sie ist fiir die Bestimmung im Pulfrich-Photometer 
ungeeignet. Da das Reagens nach unserer Anordnung bis 8 
Stunden nach Herstellung konstant bleibt, kann man die Farbe 
ebenso gut mit dem Pulfrich-Photometer wie mit dem Duboseq- 
Kolorimeter genau bestimmen. Nach ihnen ist die maximale Farbe 
erst in 13 Stunden nach Zusatz der Reagenzien erreicht, wahrend es 
in unserer Anordnung in etwa 10 Minuten der Fall war und bis 
24 Stunden konstant bleibt. 


8. KHinfluss der Kieselgurmenge auf die Extinktion. 


Wenn man 40y Aneurin an verschiedene Mengen Kieselgur 
adsorbieren lasst, so sind die gefundenen H-Werte je nach der 
Menge an Kieselgur nicht konstant, sondern sie sind etwas, 
wenn auch nicht viel, verschieden. (Vgl. Tabelle VI). Wir nehmen 
deshalb immer dieselbe Menge von 0,4 ¢, die aber nicht sehr genau 
gewogen zu wurden braucht. 


TABELLE VI. 


g Kieselgur F (10,15 mm) %o 
0,2 0,365 100 
0,4 | 0,350 96 
0,6 | 0,350 96 
0,8 | 0,335 92 
1,0 0,335 92 


9. Zusateversuch beim Harn. 


Da das zugesetzte Aneurin beim Versuch mit Harn nach der 
Methanolmethode immer verhaltnismassig kleinere Extinktionen 
zeigt,’ haben wir nachgepriift, ob die Hemmung der Farbenreak- 
tion bei verschiedenen Konzentrationen des Aneurins eleichmiassig 


1) f-Werte sind dementsprechend grésser. 
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ist. Dass es wirklich der Fall ist, beweisen die Ergebnisse in 
Tabelle VII. Die gefundenen /f-Werte bleiben bei variiertem 
Aneurinzusatz praktisch konstant. 


TABELLE VII. 


50 com Harn-+verschiedene Menge Aneurin—nach Methanolmethode bestimmt. 


Aneurin zugesetzt B @0;15 mm) E—Bp ; 
in ¥ 
20 0,140 0,100 200 
99 2 Mittel 
40 0,228 0,188 213 206 
80 0,428 0,388 206 


Il. User prize PHospHATASEWIRKUNG. 
1. Einfluss der Fermentmenge. 


Zu 40 cem Rinderleberextrakt (1:5) fiigen wir x cem Ferment- 
losung (1:10) zu. Nach Zusatz von Toluol lassen wir 4 Stunden 
bei 38° liegen. Aus den Ergebnissen in Tabelle VIII ersieht 
man, dass 0,019cem Fermentlosung (1:10), d.h. etwa 2ccm 
Fermentlosung (1:1090) schon zur Hydrolyse des veresterten 


TABELLE VIII. 


40 cem Rinderleberextrakt (1:5) +a cem ,,Takadiastase“ (1:10)— 
38°, 4 Stunden—nach Benzylalkoholmethode bestimmt. 


aeem Fermentlésung (1:10) E (10,15 mm) % 
0 0,075 50 

0,0047 0,132 88 

0,0095 0,132 88 

0,019 0,150 100 

0,038 0,150 100 

0,075 0,150 100 

1,0 0,150 100 

4,0 0,150 100 
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Aneurins in 40 cem Rinderleberextrakt (1:5) ausreichten. Wir 
nehmen in der Vorschrift immer 5 ccm Fermentlésung (1:100), 
die sich beim Versuch mit tierischen und pflanzlichen Geweben zur 
Hydrolyse immer als mit genugend grossen Uberschuss erwiesen. 
, Kasiwagi-Diastase“, die von Ariyama, Hosino und Nakazawa 
(1941) zur Bestimmung des Gesamtaneurins verwendet wurde, 
erwies sich praktisch frei von Aneurin. Da aber bei unserem 
Versuch die Fermentwirkung mit der Fermentmenge immer steigt 
und 8eem Feremntlésung (1:10) noch nicht ausreichen (Vel. 
Tabelle IX), d.h. die Phosphatasewirkung im Vergleich zur 
Takadiastase wenigstens 100mal so schwach war, haben wir die 
Verwendung dieses Praparates vollig aufgegeben. 


TABELLE IX. 


50 ecem Rinderleberextrakt (1:5) +a¢cem ,,Kasiwagi-Diastase” (1:10)— 
38°, 4 Stunden—nach Benzylalkoholmethode bestimmt. 


2 EB (10,15 mm) % 
0 0,090 47 
0,5 0,107 55 
al 0,122 63 
2 0,135 70 
4 0,165 86 
8 0,174 90 
Kontrolle* 0,193 100 


* 4ecem ,,Takadiastase (1:10), die durch Kieselgur aneurinfrei 


gemacht war, wurden verwendet. 


2. EKinfluss des Ph. 


40 cem Rinderleberextrakt. (1:5) wurden mit HCl oder 
NaOH auf verschiedenes PH eingestellt. Nach Zusatz von 2 cem 
,,Takadiastase“-Losung (1:1000) wurde bei 38° 16 Stunden auf- 
bewahrt. Nach Einstellen auf Pu 4,7 wurde der Aneuringehalt 
nach der Benzylalkoholmethode bestimmt. Wie aus Tabelle X 
ersichtlich, ist die Phosphatasewirkung bei Pu 4 bis 6 fast die 
gleiche. 
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TABELLE X., 


Ieigi E (10,15 mm) % 
2,6 0,099 57 
4,0 0,170 97 
4,5 0,172 98 
4,9 CO} 7A3) 100 
6,0 0,165 94 
7,0 0,068 | 39 
8,0 0,010 6 


3. Hinflss der Wirkungsdauer. 


40 cem Rinderleberextrakt (1:5) wurden mit 10c¢cm 
,,Takadiastase“-Losung (1:10) versetzt und bei 38° verschieden 
lang aufbewahrt. Danach wurde der Aneuringehalt mittels der 
Benzylalkoholmethode bestimmt. Aus Tabelle XI ersieht man, dass 
die Fermentwirkung unter der genannten Bedingung schon inner- 
halb 4 Stunden vollstindig: ist. 


TABELLE XI. 


Stunden bei 38° E (10,15 mm) 


0 0,072 
4 | 0,170 
8 0,170 
16 0,170 
24 | 0,170 


i. Verestertes Aneurin im Harn. 

50 eem Harn werden mit 2cem Fermentlésung (1:100) sowie 
(1:1000) versetzt und der Aneuringehalt wurde vorschriftsmassig 
bestimmt. In keinem Falle konnten wir das veresterte Aneurin im 
Harn nachweisen (Vgl. auch Fujita, Asari und Dohi 1941). 


5. Aneurin-Hiweiss-Verbindung. 


Wir haben zu 50 eem Rinderleberextrakt (1:5) 2 cem Ferment- 
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lésung (1:100) ohne bzw. mit Papain (0,1 bzw. 1g) zugesetzt. 
Nach 16 Stunden Aufbewahren bei 38° wurde der Aneuringehalt 
bestimmt. Die mit Papain versetzte Loésung zeigte denselben 
Aneuringehalt wie die ohne Papain. Die Aneurin-Hiweisss-Ver- 
bindung kann also, wenn itiberhaupt, waéhrend des vorschrifts- 
missigen Extraktionsprozesses hydrolysiert sein. Das stimmt mit 
dem Befunde nach fluorometrischer Bestimmung genau iiberein. 
(Vel. Fujita, Asari und Dohi 1941). 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Es wurde eine kolorimetrische Bestimmungsmethode des freien 
und veresterten Aneurins in pflanzlichen und tierischen Geweben 
ausfiihrlich beschrieben und die nétigen Massregeln und die Ein- 
fliisse verschiedener Bedingungen berichtet. 
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FOTALE GESCHLECHTSBESTIMMUNG. 
II. Mitteilung. 


Von 


RYOJL ITOH 


(Aus dem Med.-Chem. Inst. der Med. Fak. der Kaiserl. Kyusyu-Univ. 
zu Hukuoka, Direktor: Prof. Dr. K. Kodama.) 


(Hingegangen am 16. Miirz 1941) 


I. TreRVERSUCH. 

Vert. hat in einer friiheren Mitteilung berichtet, dass vor der 
Geburt eines Knaben im Mutterharn ein proteolytisches Ferment 
von Hodeneiweiss ausgeschieden wird. Diesen Vorgang bemiihte 
sich Verf. durch Tierexperimente zu wiederholen, indem er 
weiblichen erwachsenen Kaninchen intravenés Kaninehenhodenel- 
Weiss injizierte. 

Die Versuchsmethoden sind folgende: Kaninchenhoden wurden 
von Blut, Fett und Bindegewebe moglichst befreit und dann 
zerrieben. Zu einem Brei von 10g wurden 20 cem physiologische 
Kochsalzlésung zugesetzt, umgeriihrt und filtriert. 1le¢cm des 
Filtrates wurde téglich einmal dem weiblichen, erwachsenen, nicht 
eeschwangerten Kaninchen intravends 5 Tage lang injiziert, und 
wir untersuchten die Ausscheidung von Hodeneiweiss abspaltendem 
Ferment im Harn nach der Versuchsmethode, die in den vorher- 
gehenden Mitteilungen beschrieben worden ist. 

Wie Tabelle I zeigt, konnte 3 oder 5 Tage nach der Injektion 
das hodeneiweisspaltende Ferment im Harn deutlich nachgewiesen 
werden, trotzdem das vor der Injektion nicht modglich war, und 
wurde bis zum 28. Tage weiter gefunden; von da an begann das 
erwihnte Ferment zu verschwinden bis es am 30. Tage den Wert 


vor der Injektion erreichte. 


Il. OrGANSPEZIFITAT DES HoprENs. 


Gemiiss Abderhaldens Abwehrfermenttheorie ist das auf- 


AIVO 
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TABELLE I, 
Die Ausscheidung von Kaninchenhodeneiweiss spaltender Harnprotease 
bei intravendser Hodeneiweissinjektion bei einem 
weiblichen Kaninchen. 


Zweifacher Wert d. Amino-N Abgespaltene 
Zeitdauer im Harn (mg/dl) Aminostick- 
Gee Mit Substratzusatz Substratlos Bion a cP ee 
0 0,20 0,19 0,01 
2 0,11 0,11 0,00 
3 0,29 | 0,21 0,08 
4 0,17 0,66 0,11 
uf 0,33 0,10 — 0,23 
10 0,44 0,14 0,30 
15 0,42 | 0,02 0,40 
19 0,67 | 0,15 0,52 
24 0,32 | 0,11 0,21 
28 0,15 0,09 0,06 
8) 0,19 0,16 0,03 
32 0,16 0,13 0,03 


fallendste an den Abwehrfermenten ihre ausserordentlch hohe 
Substratspezifitat. Es ist aber héchst sonderbar, dass Verf., wie 
in den friitheren Mitteilungen berichtet, mit Hilfe von Hodenei- 
weiss vom Kaninchen, anstatt vom Fetus- oder Menschenhoden, 
den fetalen Bestimmungsversuch durehfiihren konnte, und deshalb 
machte er weitere Versuche mit Hoden von Ziege, Kaninchen, 
Hund, Katze, Rind, Schwein, Mensch und Huhn und erkannte 
dabei zweifellos die Organspezifitit des Hodens beim Prazipitations- 
versuch. Die Versuchsmethoden sind folgende. 


1) Darstellung des mit Ziegenhodeneciweiss immunisierten 
weiblichen Kaninchenserums. 


Ziegenhoden wurden von Blut, Fett und Bindegewebe 
moglichst befreit und dann zerrieben. Dem Brei wurde die zwei- 
fache Menge physiologischer Kochsalzlésung zugesetzt und filtriert. 
Zum Filtrat wurde der fiinfte Teil gesittigte Kochsalzlésung 


Fotale Geschlechtsbestimmung.—II. 411 


hinzugefiigt und danach die Lésung Pu 4,7 die mit Essigsiiure 
zubereitet wird, gekocht. Das Koagulat wurde mehrmals mit 
destilliertem Wasser ausgewaschen; dann wurden zu 1g Koagulat 
10 ccm physiologische Kochsalzlésung zugesetzt und ausreichend 
zerrieben. Die nach der oben beschriebenen Weise hergestellte 
Ziegenhodeneiweiss-Suspension wurde an gesunden, erwachsenen, 
weiblichen Kaninchen verwendet. Nach Ausschluss der Tiere, 
deren Serum vor der Immunisierung die Ziegenhodeneiweiss- 
Suspension schon prazipitierte, wurde den anderen Tieren 2 ¢em 
Ziegenhodeneiweiss-Suspension mit 3 tagigen Intervallen 5 mal in 
die Ohrvene injiziert. Am 7. Tage nach der letzten Injektion 
wurde das Blut der immunisierten Kaninechen aus dem Herzen 
entnommen und das Blutserum gewonnen. Das immunisierte 
Serum inaktiviert durch 30 Minuten lange Erwarmung von 56°C. 


2) Darstellung der Reaktionsantigene. 


Frische Hoden von Ziege, Kaninchen, Hund, Katze, Rind, 
Schwein, Mensch und Huhn wurden, jede Art gesondert, von Blut, 
Fett und Bindegewebe moglichst befreit und dann zerrieben. 
Jedem Brei wurde die zweifache Menge physiologische Kochsalz- 
losung zugesetzt und dann filtriert. Die Filtrate wurden als 
Reaktionantigene verwendet. 


3) Versuchsmethode und Ergebnisse. 


Durch Zusatz von physiologischer Kochsalzlésung werden in 
einer Anzahl von Reagenzglasern die Reaktionsantigene in 
bestimmtem Masse verdiinnt. Auf eine bestimmte Reihe von 
Reaktionsantigenen schichtet man das Immunserum und beobachtet 
bei Zimmertemperatur, ob sich nach 2 Stunden ein weisser Ring 
zwischen den beiden Schichten bildet. Die Resultate finden sich 
in Tabelle II. Mit Ziegenhodeneiweiss immunisiertes weibliches 
Kaninchenserum zeigt massige Prizipitation nicht nur gegen 
Ziegenhodeneiweiss sondern auch Hodeneiweiss von Kaninchen, 
Hund, Katze, Rind, Schwein, Mensch und Huhn. 

Weiter fiihrten wir den Absorptionsversuch durch, um das 
Vorhandensein der ganzen oder teilweisen gemeinsamen Antigenitit 


412 R. Itoh: 


TABELLE II. 
Die Prizipitationstiter des mit Ziegenhodeneiweiss immunisierten 
weiblichen Kaninchenserums gegen verschiedene 
Tierhodeneiweisse. 


Reaktionsantigene verschiedener Prazipitationstiter 
Tierhodeneiweisse 
Ziege 2000 
Kaninchen 500 
Hund 400 
Katze 200 
Rind 120 
Schwein 100 
Mensch | 80 
Huhn 50 


im Hodeneiweiss der verschiedenen Tierarten festzustellen. 

Zu dem mit Ziegenhodeneiweiss immunisierten Kaninchen- 
serum wurde 1/10 Menge der vorerwahnten verschiedenen Hodenei- 
weissantigene gemischt, welche nach oben beschriebener Methode 
zubereitet wurden, und nach 20 Stunden langem Stehenlassen 
wurde der entstandene Niederschlag abzentrifugiert, und die 
Prazipitation der klaren Fliissigkeit gegen verschiedene Hodenei- 
weiss-Losungen untersucht. 


TABELLE ITI. 
Die Prizipitationstiter des von verschiedenen Tierhodeneiweissen absorbierten 
weiblichen Antiziegenhodeneiweiss-Kaninchenserums 
gegen Zigegenhodeneiweiss. 


Pur dle Absorptionsprobe verwendete Prizipistionetier 
verschiedene Tierhodeneiweisse 

Ziege 0 

Kaninchen 150 
Hund 150 
Katze 200 
Rind 200 
Schwein 250 
Mensch 500 
Huhn 500 
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Bei diesen Versuchen wurde wahrgenommen, dass das von dem 
Ziegenhodeneiweiss absorbierte Immunserum keine Priizipitation 
gegen alle Hodeneiweisse, aber das von den anderen Hodeneiweissen 
absorbierte Immunserum nur eine Prizipitation gegen Ziegen- 
hodeneiweiss und nicht gegen anderes Tierhodeneiweiss zeigt. Der 
Prazipitationstiter des Ziegenhodeneiweisses gegen das mit Ziegen- 
hodeneiweiss immunisierte Kaninchenserum nach der Absorbierung 
durch Ziegen-, Kaninechen-, Hund-, Katze-, Rind-, Schwein-, 
Mensch- und Huhnhodeneiweiss zeigt Tabelle IIT. 


III. AvsscHEIDUNGSBEGINN UND AUSSCHEIDUNGSMENGE DER 
HODENEIWEISSPALTENDEN HARNPROTEASE IN DEN 
EINZELNEN SCHWANGERSCHAFTSMONATEN BEI 
SPATERER GEBURT EINES KNABEN. 


Der Zeitpunkt des Ausscheidungsbeginnes des vom Hodenei- 
weiss abgespaltenen Kerments im Harn und dessen Ausscheidungs- 
menge in den einzelnen Monaten der Schwangerschaft (spitere 
Geburt eines Knaben), wurden festgestellt. Im 3. Schwanger- 
schaftsmonat (spatere Geburt eines Knaben) ist der vom proteoly- 
tischen Ferment des im Mutterharn enthaltenen Hodeneiweiss 
gespaltene Amino-N nicht deutlich gesteigert, aber vom 4. oder 
5. Monat an ist die Zunahme des Amino-N deutlicher, wie Tabelle 
IV zeigt. Namentlich beim Knaben wird das_ proteolytische 
Ferment vom 4.-5. Monat an ausgeschieden, so dass von dieser Zeit 
an die Geschlechtsbestimmung mittels Harnprotease vom Hodenei- 
weiss moglich ist. 

Verf. beurteilte das Fetusgeschlecht nach der abgespaltenen 
Aminostickstoffmenge durch Hodeneiweissprotease. Die Falle von 
mehr als 0,15 mg/dl im 45. Monat abgespaltener Aminostickstoff- 
menge, und spiater von 0,20 mg/dl, wurden unter Verf.’s experi- 
mentellen Bedingungen als mannliche Geburt diagnostiziert, bei 
Werten darunter als weibliche. In diesem Rahmen waren von 87 
Fallen 74 (87%) zutreffend. Die als Knaben bestimmten Falle 
waren ausnahmslos richtig. Jedoch kommt es vor, dass der Harn 
zu diinn und zu wenig Ferment darin enthalten ist und irrtiim- 
licherweise die Geburt eines Madchens angenommen werden kann. 
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Auscheidungsbeginn und Ausscheidungsmenge der Hodeneiweiss spaltenden 
Harnprotease in den einzelnen Schwangerschaftsmonaten 
bei spiiterer Geburt eines Knaben. 


Alter NS eal Abgespaltene 
Fall d. Schwanger- 5; Amino- 
Schwan- | schaftsmonat Mit stickstoff- 
geren Suherratrusaie Substratlos menge 
1 24 III. 0,63 0,60 0,03 
2: 29 nM 0,26 0,30 0,06 
on 33 IO pale? 1,06 0,07 
4. Pal ne 1,29 1,20 0,09 
Be 31 IV. | 0,70 0,65 0,05 
6. 20 DV: 0,81 | 0,70 0.11 
Ue 32 Ve 2,25 2,13 0,12 
8. 37 iV 2,07 1,95 0,12 
9. 21 Ne 123 1,07 0,16 
10 19 Whe 1,05 0,86 0,19 
11 40 Ve 1,86 1,67 0,19 
12 28 WAT 0,57 0,40 0,17 
ee 34 VEE. 0,68 0,47 0,21 
14, 26 VI. 1,79 1,50 0,29 
TABELLE V. 


Aktivititsabnahme der Hodeneiweiss spaltenden Harnprotease 
durch Verdiinnung oder Kochen. 


Zweifacher Wert d. Amino-N 


im Harn (mg/dl) Abgespaltene 
Harn Amino- 
Mit Substrat- eens stickstoffmenge 
masts Substratlos 

Originalharn 1,63 ely 0,46 
3/5 fach verdiinnter Harn 0,95 0,71 0,24 
1/5 fach verdiinnter Harn 0,40 0,23 0,17 
5) minutenlang 

gekochter Harn 1,17 1,16 0,01 
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Deshalb ist es sicherer, wenn man alle unter der genannten Grenze 
ausfallenden Proben von neuem nochmals bestimmt. 

Die oben angefiihrte Tatsache wird an mit physiologischer 
Kochsalzlésung kiinstlich verdiinntem Harn bestiitigt, wie Tabelle V 
zeigt. Man sieht daraus, dass die Urinprotease durch die Verdiin- 
nung schwacher wird; iiberdies wird das proteolytische Ferment 
des Hodeneiweisses durch 5 Minuten langes Kochen zerstort. 

Beim Eiweissharn kann man fetale Geschlechtsbestimmung 
nicht durehfiihren, und auch beim Harn von tuberkulésen oder 
fieberhaften Kranken ist im allgemeinen diese Bestimmung nicht 


moeglich. 


IV. ZEITPUNKT DES VERSCHWINDENS DER HoODENEIWEISS 
SPALTENDEN HARNPROTEASE NACH DER 
GEBURT EINES KNABEN. 


Der Verschwindunegszeitpunkt der Hodeneiweiss spaltenden 
Harnprotease nach der Geburt eines Knaben wurde untersucht und 


TABELLE VI. 


Zeitpunkt des Verschwindens der Hodeneiweiss spaltenden Harnprotease 
nach der Geburt eines Knaben. 


Zweifacher Wert d. Amino-N 
Tage nach der im Harn (mg/dl) Abgespaltene 
Fall Geburt eines Aminostick- 
Knaben ' Mit Sibateatiog stoffmenge 
Substratzusatz 
1 1,20 0,88 0,32 
2 322 1,03 0,19 
ale 8} 0,47 0,36 0,11 
4 1,26 ible 0,09 
5 1,52 1,43 0,09 
1,87 1,61 0,26 
2 ibalal 0,97 0,14 
Bi 3 1,34 1,21 0,13 
r 4 1,50 1,37 0,13 
5 1,19 1,09 0,10 
6 0,67 0,59 0,08 
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wir beobachteten, dass das proteolytische Ferment von Hodenei- 
weiss im Mutterharn 3-5 Tage nach der Geburt eines Knaben 
verschwindet, wie in Tabelle VI gezeigt wird. 


V. Ferrate GESCHLECHTSBESTIMMUNG MIT OVARIENEIWEISS- 
SUBSTRAT ANSTELLE DES HODENEIWEISS-SUBSTRATES. 


Wir versuchten, ob auch durch Anwendung eines Substrates 
von Ovarien anstelle des Hodeneiweiss-Substrates die praenatale 
Geschlechtsbestimmung moglich sei und erhielten folgende Er- 
gebnisse: bei Anwendung von Kaninchen-Ovarieneiweiss-Substrat 
anstelle von Kaninchen-Hodeneiweiss-Substrat ist im Schwangeren- 
mutterharn die praenatale Geschlechtsbestimmung nicht moglich, 
weil hier zwischen der gespaltenen Aminostickstoffmenge und dem 
Geschlecht keine Beziehune besteht, wie Tabelle VII zeigt. 


TABELLE VII. 


Fetale Geschlechtsbestimmung mit Ovarieneiweiss-Substrat anstelle 
des Hodeneiweiss-Substrates. 


Zweifacher Wert d. Amino-N; Abgespaltene 

ee s Ss, im Harn (mg/dl) Aminostickstoff- 

Fall ayeere 8 2 5 5 5 Hoden- Otani. _— 
ona 2 Z a3 F | eiweiss- | eiweiss- uae Hoden- |Ovarien- 

a | 2 Substrat-| Substrat- Os elwelss- | Clweiss- 

eanate peaks Substrat/Substrat 
il 20 g dhl Af 0,77 0,71 0,69 9,08 0,02 

2, 23 9 IV. 0,87 0,95 0,84 oes | 0,11 
3. 26 8 Vv. 1,52 1,45 1,36 | 0,16 | 0,09 
4, 29 Q Vv. 1,59 IURSyE 1,538 0,06 0,04 
5 27 3 v. 0,57 0,47 0,39 0,18 | 0,08 
6. 30 Q VI 0,61 0,55 0,50 0,11 0,05 
he 20 Q WAL 1,34 1,34 1,33 0,01 0,01 
8. 20 3 AAU. 2,39 2,20 2,06 0,33 0,14 
9, 23 ro) WAKE 1,38 fa OH! 0,92 0,46 0,09 
10. 27 fe} Wank UAE lel 1,18 0,09 0,03 
iil 27 9 WAMBIG 1,19 1,15 1,07 0,12 0,08 
12 30 g IDS, 0,94 1,04 0,88 0,06 0,16 
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VI. Ferrate GescHLECHTSBESTIMMUNG MITTELS SERUMPROTEASE 
von HopENEIWEISS. 


Verf. studierte, ob die praenatale Geschlechtsbestimmung 
mittels Serumprotease von Hodeneiweiss moglich sei. 

Lasst man Kaninchenhodeneiweiss-Substrat auf das Sain von 
Schwangeren einwirken, so ist vor der Geburt eines Knaben die 
Eiweiss spaltende Kraft ausnahmslos grésser als vor der, eines 
Madchens, ebenso wie bei der Harnproteasenbestimmung. 

Die Versuchsmethoden sind folgende: in zwei Reagendglaser 
wird je lecm Schwangerenserum pipettiert und einem jdavon 
wurden 5me  Kaninchenhodeneiweiss-Substrat zugefiiet; und 
vermischt. Die zwei mit Gummistopfen verschlossenen Repgenz- 
elaser werden bei 37°C 45 Stunden im Brutschrank aufbewahrt. 
Zwecks Enteiweissunge werden 9ceem 3% Trichloressigsiure 
zugesetzt, umgeschiittelt, und nach 10 Minuten langem Stehenlassen 
filtriert. Nachdem 5 ccm des aus jedem Reagenzeglas gewonnenen 
Filtrates auf Pu 8,3 gebracht worden sind, werden sie mit destil- 
liertem Wasser auf 10 cem aufegefiillt und ihre abgespaltene Amino- 
stickstoffmenge nach der Methode bestimmt, welche wir in den vor- 
hergehenden Mitteilungen beschrieben haben. Nach Verf,’s ex- 
perimentellen Bedingungen wurden Werte von iiber 0,60 mg/dl 
abgespaltenem Aminostickstoff (Differenz zwischen beiden Proben) 
als Knaben- und darunter als Midchengeburt bestimmt. Auf diese 
Weise waren von 23 Fallen 20 (87%) zutreffend. Die Resultate 
finden sich in Tabelle VIII. 

VII. ZUSAMMENFASSUNG. 

1. In den vorigen Mitteilungen wurde berichtet, dass vor der 
Geburt eines Knaben im Mutterharn ein proteolytisches Ferment 
von Hodeneiweiss ausgeschieden wird. Diesen Vorgang bemiihte 
sich Verf. durch Tierexperiment zu wiederholen, indem er weib- 
lichen erwachsenen Kaninchen intravenés Kaninehenhodeneiweiss 
injizierte. 

3 oder 5 Tage nach der Injektion konnte im Harn das Hodenet- 
weiss spaltende Ferment deutlich nachgewiesen werden trotzdem 
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TABELLE VIII. 


Fetale Geschlechtsbestimmung mittels Serumprotease von Hodeneiweiss. 


Amino-N im Serum 
Moe Schwanger- | (mg/dl) Abgespaltene} rotyg. 
Fall a oes schafts- Mit Aminostick- | oachlecht 
MUST monat Substrat- |Substratlos| stoffmenge 
= zusatz : tsi : 
re 28 VI. 6,20 4,60 1,60 8 
2. 2 | VL 6,00 | 5,40 0,60 8 
3. | 22 VIL. 6,60 | 5,30 1,30 8 
4. 20 VI. 6,00 | 4,90 1,10 3 
5. 28 VI. 6,00 4,60 0,40 3 
6. 26 VII. 5,60 4,20 1,40 3 
i 30 VU. 6,80 5,10 1,70 3 
a 29 VIL. 5,60 | 4,80 0,80 3 
9. 25 VIL. 5,80 4,80 1,00 cS) 
10. 23 vu. 6,00 4,80 1,20 3 
ll 29 VIII. 6,00 5,00 1,00 rs 
iy. 20 VIII. 6,40 5,40 1,00 3 
13. 20 VIII. 6,80 5,30 1,50 3 
14, 28 1X: 8,00 7,20 0,80 8 
15. 33 ie 730 “| 5,50 1,80 PS 
16. 26 < 7,70 6,40 1,30 3 
17. 29 VI. 8,40 8,00 0,40 9 
iss 29 VIL. 6,20 6,00 0,20 9 
19. 24 VIL 5,60 5,10 0,50 9 
20. 36 VIII. 6,40 6,00 0,40 9 
21. 24 VIII. 5,60 5,00 - 0,60 9 
29, 21 lee 6,90 6,20 0,70 9 
23. 32 De 7,10 6,20 0,90 9 


dies vor der Injektion tiberhaupt nicht méglich war. Die taglich 
einmalige Injektion wurde bis zum 4. Tage ausgeftihrt, dennoch 
wurde das erwaihnte Ferment bis zum 28. Tage weiter gefunden ; 
von da an begann es zu verschwinden bis es am 30. Tage den Wert 
vor der Injektion erreichte. 

2. Gemiss Abderhaldens Abwehrfermenttheorie ist das 
auffallendste an den Abwehrfermenten ihre ausserordentlich hohe 
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Substratspezifitit. Es ist aber héchst sonderbar, dass Verf., wie in 
den friiheren Mitteilungen berichtet, mit Hilfe von Hodeneiweiss 
vom Kaninchen, anstatt vom Fetus- oder Menschenhoden, den 
fetalen Geschlechtsbestimmungsversuch durchfiihren konnte, und 
deshalb machte er weitere Versuche mit Hoden von Ziege, Kanin- 
chen, Hund, Katze, Rind, Schwein, Mensch und Huhn und erkannte 
dabei zweifellos die Organspezifitait des Hodens beim Priizipitations- 
versuch. 

3. Beim Knaben wird das proteolytische Ferment vom 4.—5. 
Monat der Schwangerschaft an ausgeschieden, so dass von dieser 
Zeit an die Geschlechtsbestimmung moelich ist. 

4. Verf. beurteilte das Fetusgeschlecht nach der ab- 
gespaltenen Aminostickstoffmenge durch Hodeneiweissprotease. Die 
von mehr als 0,15 me/d/ im 4.5. Monat, und spiater 0,20 me/dl, 
wurden unter Verf.’s experimentellen Bedingungen als ménnliche 
Geburt diagnostiziert, bei Werten darunter als weibliche. In 
diesem Rahmen waren von 87 Fallen 74 (87%) zutreffend. Die 
als Knaben bestimmten Falle waren ausnahmslos richtig. Jedoch 
kommt es vor, dass der Harn zu diinn ist, so dass zu wenig Ferment 
darin enthalten ist und irrtiimlicherweise die Geburt eines 
Madchens angenommen werden kann. Deshalb ist es sicherer, 
wenn man alle unter der genannten Grenze ausfallenden Proben 
mit anderem Harn noechmals bestimmt. 

5. Der Harn von tuberkulésen oder fieberhaften IKranken 
enthalt das abgespaltene Ferment von Hodeneiweiss; deshalb ist 
dabei die praenatale Geschlechtsbestimmung nicht moglich. 

6. 3-5 Tage nach der Geburt eines Knaben verschwindet im 
Mutterharn das proteolytische Ferment von Hodeneiweiss. 

7. Das proteolytische Ferment von Hodeneiweiss wird durch 
5 Minuten langes Kochen zerstort. 

8. Bei Anwendung von Kaninchen-Ovarieneiweiss-Substrat 
anstelle von Kaninchenhodeneiweiss-Substrat im Schwangeren- 
mutterharn ist die praenatale Geschlechtsbestimmung nicht moglich, 
weil hier zwischen der gespaltenen Aminostickstoffmenge und dem 
Geschlecht keine Beziehung besteht. 

9. Verf. studierte, ob nach demselben Prinzip, wie in den 
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vorigen Mitteilungen erwihnt, die praenatale Geschlechtsbestim- 
mung mittels Serumprotease von Hodeneiweiss moglich sei. 

Lisst man Kaninchenhodeneiweiss-Substrat auf das Serum von 
Schwangeren einwirken, so ist bei spaterer Geburt eines Knaben 
die Eiweiss spaltende Kraft ausnahmslos grésser als bei der eines 
Madchens, ebenso wie bei der Harnproteasenbestimmung. Unter 
Verf.’s experimentellen Bedingungen wurden Werte von _ tiber 
0,60 mg/dl von abgespaltenem Aminostickstoff als Knaben- und 
darunter als Madchengeburt bestimmt. Auf diese Weise waren 
von 23 Fallen 20 (87%) zutreffend. 

Zum Schluss méehte ich Herrn Prof. Dr. K. Kodama fiir die 
Anregung zu dieser Arbeit meinen besten Dank sagen. 
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STUDIEN UBER DIE HARN-PROTEASE. 


VI. Uber die Tuberkelbazilleneiweiss spaltenden 
Fermente im Harn. 


VON 


EIJIRO ITANTI. 


(Aus dem Med.-Chem. Institut der Kaiserl. Kyusyu-Universitit 
eu Hukuoka, Japan. Direktor: Prof. Dr. K. Kodama.) 


(Fingegangen am 16. Mirz 1941) 


HINLEITUNG. 


HK. Abderhalden (1914) machte die Beobachtung, dass, wenn 
einem Tiere artfremdes Eiweiss parenteral eingefiihrt wird, das 
Blut die Fahigkeit gewinnt, dieses Eiweiss abzubauen. Dabei 
konnte er die Entstehung spezifischer, Eiweiss spaltender Fermente 
nachweisen und bezeichnete sie als Abwehrfermente. Da diese 
Abwehrfermente, anders als allgemeine proteolytische Fermente, 
eine streng spezifische Eigenschaft besassen, suchte er den Nach- 
weis derartiger Fermente zur Frithdiagnose tiber die Schwanger- 
schaft sowie tiber dic raseh zerfallenden maligenen Tumoren 
nutzbar zu machen. 

Es kommt auf eins hinaus, ob bei Infektionen artfremde Zellen, 
d.h. Krankheitserreger, in den Organismus eindringen, oder art- 
fremdes Hiweiss dem Organismus parenteral einverleibt wird. 
Daraus folgt, dass im Blutserum oder im Harn der Patienten 
epidemischer Krankheiten spezifische Fermente nachgewiesen 
werden miissen, die das Bakterieneiweiss zu spalten vermogen. 
Verf. untersuchte ob dies auch der Fall ist bei Tuberkulosen. 

E. Abderhalden (1914) hatte im Anfang zum Nachweis 
dieses spezifischen Fermentes Blutserum angewandt, und zu 
3estimmung der abgespaltenen Aminosiuren die Ninhydrinreak- 
tion benutzt. In der letzten Zeit benutzte er anstatt des Blut- 
serums den Harn und konnte feststellen, dass man durch Zugabe 
von Aceton zum Harn die streng spezifischen Fermente zur Fallung 
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bringen kann. Verf. aber benutzte fiir das Experiment das Folin- 
Florkin-Hori’sche Verfahren (1940), welches auf der Beobach- 
tung der zwischen dem f-naphthochinonsulfonsauren Natrium und 
den Aminosauren stattfindenden Farbreaktionen beruht. 


METHODE. 


Fiir das Tierexperiment wurden Meerschweinchen verwandt. 
Sie wurden in einem Kasten eingesperrt, der einen besonderen 
Behalter besass, um die fiir das Experiment notwendige Menge 
von Harn aufzunehmen. Beim Menschen wurde der frische 
Morgenharn verwendet. Als Antigen dienten folgende Substanzen : 

1. Abgetotete Tuberkelbazilien des Typus humanus, Typus 

bovinus und Typus avium. 

Die Reinkultur der Bazillen wurde 6 Wochen lang auf dem 
eiweissfreien Sauton’schen Nahrboden geziichtet und nach Hrhit- 
zung und Sterilisation ftir das Experiment verwandt. 

2. Bing: 

3. Hiweisskorper, welche aus Tuberkelbazillen extrahiert 

wurden. 

Aus den Tuberkelbazillen des Typus humanus wurden Hiweiss- 
korper durch Anwendung 5%iger Lésung von Natronlauge extra- 
hiert. Nachdem sie dureh Zusatz von Essigsdure angesduert 
(Pu 3,8) und prazipitiert worden waren, wurden sie zentrifugiert, 
ausgefallt, getrocknet und schliesslich pulverisiert. 

Herstellung des Substrats des Tuberkelbazilleneiweisses. 

Fette, Lipoide und Wachs wurden aus den Tuberkelbazillen 
vollstandig entfernt, da sie sonst auf die Entstehung der Hiweiss 
spaltenden Fermente eine hemmende Wirkung ausiiben. Beim 
Gebrauch wurden die Bazillen mit homogener physiologischer 
Kochsalzlésung aufgeschwemmt. 

Zur quantitativen Bestimmung der Aminosiuren wurde das 
obengenannte Folin-Florkin-Hori’sche Verfahren angewandt, 
welches in der Bewertung der zwischen den Aminosiuren und dem 
6-naphthochinonsulfonsauren Natrium stattfindenden Farbreak- 
tionen besteht. Die auftretende Farbung der Aminosiuren wird 
namentlich im Pulfrich’schen Stufenphotometer verglichen. Das 
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Vorhandensein der einschligigen Fermente lisst sich feststellen, 
wenn die Vermehrung der Aminosduren im Vergleich zum Kontroll- 
versuche mehr als 0,05 mg/dl betrégt wird. 


ERGEBNISSE. 


1. Etwa 10 Tage nach der subkutanen Injektion der Tuber- 
kelbazillen des Typus humanus in der Menge von 10-20 mg sind, 
wie aus Tabelle I ersichtlich, im Harn erwachsener Meerschweinchen 
spezifische eiweiss-spaltende Fermente nachweisbar, welche sich 
bisweilen sogar 60 Tage lang positiv verhalten. 

Nach der Injektion der Tuberkelbazillen des Typus bovinus 
und avium, welche beide dem Typus humanus sehr nahe verwandt 


TABELLE I. 


Meerschweinchen No, 67 689 g. 
Kontroll- | Beim Zusatz | Amino-N 
Datum | Verlauf| versuch |von Substrat} Zunahme Bemerkungen 
(mg/dl) | (mg/dl) (mg/dl) 
(2 4,09 4,09 0,00 — 
Injektion von 
23 1 |typus humanus 
55mg 
24 2 2,81 2,90 | 0,09 + 
25 3 »  %Tm¢ 
27 5) 9 mg 
28 6 2,17 2,62 0,45 tt 
8-1 10 as) 1,65 0,31 ane 
2 ital 0,17 | 0,31 0,14 4h 
3 12 1,13 Hee 0,10 + 
9) 14 1,60 1,78 0,18 ate 
if 16 1536 1,54 0,18 th 
14 23 1,31 1,48 OnLy +h 
17 26 1,20 1,49 0,29 tHe 
26 35 0,77 0,85 0,08 = 
29 38 1,45 1,78 0,33 ails 
9-10 50 L373 2,02 0,29 tH 
20 60 1,02 OT, 0,05 oe 
27 67 0,92 0,92 0,00 = 
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TABELLE II. 
Meerschweinchen No, 84 293 g. 
Kontroll- | Beim Zusatz | Amino-N 
Datum | Verlauf|} versuch |von Substrat | Zunahme Bemerkungen 
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) 
12-5 0,71 0,71 0,00 — 
Injektion von 
i 1 ji yeas bovinus 
5mg 
8 2 0,45 0,61 0,16 ott 
9 2 ” 7 mg 
10 4 0,53 0,63 0,10 aE 
iil 5 ” Smeg 
i 6 0,75 0,75 0,00 - 
14 8 0,55 0,57 0,02 — 
16 10 0,51 0,51 0,00 — 
18 12 0,380 0,30 0,00 = 
20 14 0,60 0,60 0,00 - 
TABELLE III. 
Meerschweinechen No. 94 467 g. 
Kontroll- | Beim Zusatz | Amino-N 
Datum | Verlauf} versuch jyon Substrat}] Zunahme Bemerkungen 
| (mg/dl) | (mg/dl) (mg/dl) 
12-17 1,02 1,02 0,00 _ 
Injektion von 
1-S il Typus avius 
m 
9 2 0,89 0,89 0,00 — 
10 o ” 7Tmg 
11 4 0,58 0,62 0,04 +b 
12 5 ” 8mg 
1a 6 0,85 0,85 0,00 = 
15 8 0,99 1,19 0,20 ++ 
17 10 0,44 0,51 0,07 + 
20 NE 1,05 1,05 0,00 — 
25 18 0,67 0,67 0,00 — 
28 Pil 0,76 0,76 0,00 — 
2-6 30 1,02 1,02 0,00 _ 
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sind, kann man ebenfalls das Vorhandensein der spezifischen 
Fermente erkennen, die jedoch kurz nach dem Auftreten verschwin- 
den. (Tabelle II u. IIT). 

2. Bei der subkutanen Injektion von B.C.G. in der Menge 
von 0,omg fallt die Harnreaktion der Meerschweinchen, wie 
Tabelle IV. zeigt, nach Ablauf von 2-4 Tagen positiv aus, was 
etwa 40 Tage lange konstatierbar ist. 


TABELLE LY. 


Meerschweinchen No. 62 424 o, 
a Onto: |Beim Peaaiel naaates N | 
Datum ies erlauf) versuch lv on Substrat | Zunahme | Bemerkungen 
| (me/dt) | (mg/dl) | (me/dl) | 
7-15 0,32 | 0,32 | en 
ol Ga eed crear? gee 
19 2 | o6r | 0,69 008 | + 
a eee 0,50 | 0,07 # 
25 8) OS) |) "0,15 0020 | 
84 | 18 | 027 | 027 | 000 | - 
Ge i 20) | At0. | 1.27 te ame rO 7 aa ae 
io) 24 0,31 0,39 0,08 | + 
12 29 | 0,47 | 0,58 0,06 | + 
1a | 28 | 042 | 0,65 0,23 | HH 
O19) 35-4) 094° |=" 030 0,06 | + 
er | 41 | 0,72 0,78 006 | + 
o9 «| «6438)6«(| «(O88 040 | 002 | — 
G2puei Lan) 0 160- tee. 162 O02) weloss.' tl 
fom iors 2 Nroees Ven sos 0,00 = 


3. Wenn man erwachsenen Meerschweinchen Eiweisskorper, 
die aus den Tuberkelbazillen extrahiert wurden, in der Menge von 
20 mg injiziert, treten zwar tags darauf die einschlagigen Fermente 
auf, die aber an Wirkung etwas schwicher sind als bei der Injek- 
tion von Tuberkelbazillen bzw. von B.C.G. Die Ergebnisse sind 
aus Tabelle V ersichtlich. 

4. An tuberkulésen Kranken, bei denen die Diagnose gesichert 
worden war, hat der Verf. genaue Beobachtungen auf das Vor- 
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TABELLE Y. 


Meerschweinchen No. 68 595 g. 
: = 
| Kontroll- | Beim Zusate.| Amino-N 
Datum | Verlauf versuch \von Substrat) Zunahme Bemerkungen 
| | Gng/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | 
= a | | | 
7-22 1) 1054975 |} 0.49 0,00 = = A 
| | Injektion von 
8-28 1“) «0}80. "1 7 “eae, 1 ere + i Protein aus 
| ; | | Pace eee 
| | dmg 
30. |. 3 4) 0.69. OG | OE ae » Tmg 
9-1 5 157 1,58 1 OPA ah ” Smeg 
3 7 | 248 SI tee 2 4 
Be | oO) 054 de a Oem | O15 4 
7 if.) 0,84) oo 1 ete +4 
9 |e 18 |) O57) | See sT. e000 = 
Tie! Nees | 0,57 | 0,57 | 0,00 be 
1305) 1% O88) 2 1 ood Mnemors 2 
1g: | 22 |). 027 ©) 030.) | aos ae 
29 26 | 0,47 | . 0,47 0,00 = 


handensein der betr. Fermente im Harn angestellt, und von samt- 
lichen Kranken positive Resultate erhalten. Ferner hat er versucht, 
die Beziehung zwischen den klinischen Befunden und der Aktivitat 
der Fermente festzustellen. Es liess sich jedoch nur so viel kon- 
statieren, dass bei aktiver Affektion auch die Aktivitat der 
Fermente stark ist, und dass dagegen bei nicht aktiver Affektion 
und speziell bei klarer Tendenz zur Heilung, die Aktivitait der 
Fermente schwach ist. Als der Verf. bei 8 Kindern, die er fiir 
noch nicht angesteckt hielt, den Harn untersuchte, fiel die Reaktion 
bei 6 Kindern negativ aus. Zu beachten ist aber, dass auch bei 
normalen Menschen sich der Harn auf Anstellung der Reaktion 
meistens positiv verhalt und damit auf das Vorhandensein der in 
Frage stehenden Fermente hinweist. (Tabellen VI-VIII). 


BESPRECHUNG. 


Ob abgetétete Tuberkelbazillen noch Immunitit auslésend 
wirken konnen, dariiber sind die Ansichten zur Zeit noch geteilt. 
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TABELLE VI. 


Die Tuberkulose Kranken, 


2 ; Kontroll- |Beim Zusatz | Amino-N- 
Name | Alter Diagnose versuch Jyon Substrat| Zunahme 
a (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) 
qd iD Lungentuberkulose 1,98 2,70 ys) » 
yal: 18 » 2,47 3,03 | 0,56 uh 
H.N. 25 ” 1,81 2,32 | 0,51 te 
Y.H. | 25 » 3,04 4,02 | 0,98 aT 
Y.S. 26 ” 2,57 3,05 0,48 Hh 
E. Y. 23 » 1,46 2,75 1,29 +t 
SO; 25 ” 1,83 2.38 0,55 ste 
TT. | 49 » 0,8). 1,69 0,88 +t 
Se 4M 20 ” 3505 3,79 0,44 at 
M.N. 42 ” 0,57 0,83 0,26 at 
Aa, ee » 1,74 2,02 0,28 ut 
i Bil eta ia ” 1,37 178) 7 Ns Oat tt 
TV 27 ” 2,30 2,77 0,47 tit 
SO 33 ” 3,38 3,64 0,26 tH 
A.I. | 24 | Pleuritis 4,47 460 | 0,13 + 
Os 26 ” 0,54 0,62 0,08 ci 
SaeAe 21 ” 3,76 4,35 0,59 ir 
aie er a 
¥.s. | 39 1,46 2,58 1,12 Ht 
Per pean the. 
M.Y. | 56 { i 1,92 2,98 1,06 tt 
Baie, 80 a, 1,83 4,29 2,39 | 
eS 
TGS 39 | 2,17 2,41 0,24 Ht 
Pleuritis 
ee 
S. f. 23 1,89 2.12 0,23 tt 
Per sonatas the. 


Hericourt (1913), Langer (1925), Uhlenhuth (1920) u.a. 
hielten das in einem gewissen Grad fiir moglich. R. Abder- 
halden (1936) fiihrte bei Versuchskaninehen subkutane Injektion 
abgetoteter Kulturen der Tuberkel-, Typhus-, Parathypus- und 
Kolibazillen aus und konnte im Harn der Kaninchen spezifische 
Abwehrfermente nachweisen. Auch Verf. konnte im Harn der 


428 HK. Itani: 


TABELLE VII. 


Die Kinder, die noch nicht von Tuberkulose angesteckt worden sind. 


Kontroll- | Beim Zusatz | Amino-N- 
Name Gesch- Alter versuch von Substrat.| Zunahme 
lecht (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) 
ay AN 5 1 0,30 0,3 0,01 — 
O. 3 2 0,26 0,26 0,00 - 
TKK 3 1 0,73 0,73 0,00 _ 
F. $ 2 0,76 0,76 0,00 = 
N. 3 2 0,50 0,50 0,00 - 
Ye 3 u 0,55 0,63 0,08 ae 
Wey iS it 0,39 0,43 0,04 — 
ee 3 3 3,88 0,16 0,28 Ht 
TABELLE VIII. 
Die Gesunden. 
AW Kontroll- | Beim Zusatz| Amino-N- 
Name il Alter versuch von Substrat.| Zunahme 
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) 
A 3 32 2,95 3,34 0,39 tit 
B 6 32 OT 1,61 0,34 it 
C. 3 18 1,08 1,44 0,36 st 
D. 3 32 0,26 0,37 (gk! oe 
1B, 3} 33 al ille/ 1,50 0,33 site 
¥F, 35 30 0,85 1,01 0,16 +t 
G. 3) 32 0,96 1,18 0,22 ttt 
He ) 16 0,59 0,69 0,10 elie 
if 6 16 0,88 0,92 0,04 = 


Versuchstiere eiweisspaltende Fermente feststellen, die gegen die 
humanen Bazillen gerichtet waren; am reichlichsten aber bei der 
Injektion von humanen Tuberkelbazillen, jedoch nur spirlich bei 
der Injektion von Typus bovinus und avium. Bei der Injektion 
von B.C.G. und Bazilleneiweiss fiel die Reaktion ebenfalls positiv 
aus. Verf. konnte namlich eiweisspaltende spezifische Fermente 
nachweisen, deren Wirkungen den immunisierenden Higenschaften 
der einzelnen Bazillusarten und der Art des Bazilleneiweisses ent- 
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sprachen. Nach EK. Abderhalden werden die Antikérper infolge 
von Bildung der Abwehrfermente sekundir erzeugt. Verf. aber 
glaubt in Beriicksichtigung der Tatsache, dass Ramon (1928) und 
Besredka (1919) die Bildung der Antikérper im Verlauf von 
8-24 Stunden nachweisen konnten, annehmen zu miissen, dass die 
Abwehrfermente einen Teil der Antik6rper selbst darstellen. 
Es ist kein Wunder, dass es einmal E. Abderhalden und H. 
Mingazzini (1931), ein anderesmal E. Frankel und F. 
Gumpertz (1913) gelang, im Blutserum tuberkuléser Kranker 
Bazilleneiweiss spaltende Fermente nachzuweisen. Dasselbe Re- 
sultat erhalt man jedoch bisweilen auch bei gesunden Menschen, 
die klinisch als frei von Tuberkulose bestiatigt worden sind. Man 
wusste anfanglich kaum Bescheid, wie man diese Erscheinung 
erklaren sollte. Durch genauere Untersuchungen konnte man 
schliesslich feststellen, dass die genannten gesunden Menschen 
friiher an Tuberkulose erkrankt waren, und dass die intrakutane 
Tuberkulinprobe positiv ausfiel. Diese HEntdeckung legte den 
Autoren die Annahme nahe, dass die Bildung der in Frage stehen- 
den Fermente unter der Wirkung tuberkuloser Allergie stehe. 
Dureh Anwendung dieser Annahme kann man die Tatsache erst 
erklaren, dass der Verf. bei den weitaus meisten Kindern, die er 
fiir noch nicht angesteckt hielt, die betr. Fermente im Harn nicht 
nachweisen konnte, und dass bei tuberkuldsen Kranken und in der 
Uberzahl gesunder Menschen die fermentative Reaktion positiy 


verlief. 


SCHLUSSFOLGERUNG. 


1. Im Harn normaler Meerschweinchen sind keine Tuberkel- 
bazilleneiweiss spaltenden Fermente nachweisbar. Wenn der 
Organismus indes durch Hinfiihrung Immunitét auslosender Sub- 
stanzen, wie z. B. abgetétete Tuberkelbazillen des Typus humanus, 
des Typus bovinus und des Typus avium, oder auch B.C.G. und 
Tuberkelbazilleneiweiss immunisiert wird, treten im Harn die 
Tuberkelbazilleneiweiss spaltenden Fermente auf. 

2. Bei allen tuberkulésen Kranken kann man die in Frage 


stehenden Fermente nachweisen. 
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3. Im Harn der Kinder, die von der Tuberkulose noch nicht 
befallen sind, fallt die fermentative Reaktion negativ aus. 

4. Bei normalen Menschen ist die Erscheinung der betr. 
Fermente durch das Vorhandensein tuberkuldser Allergie bedingt. 
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A. Tur Estimation or /-TryeropHan. 
I. Inrropuction. 


The determination of the tryptophan proposed by Folin- 
Ciocalteu (1927), or Folin-Marenzi (1929) is duly recom- 
mendable. These methods, however, failed when we attempted 
to estimate only /-tryptophan from the mixture of both antimers. 
D. D. Woods(1935) found that the strain of B. coli, which he used, 
decomposed /-tryptophan completely to indol, and that dl-trypto- 
phan produced a quantity of indol corresponding to about half 
the amount of tryptophan. Kotake and Goto (1937) applied 
this method in the determination of a small amount of /-tryptophan 
which he thought to be produced from d-tryptophan when the latter 
is digested with tissue slices. 

In my investigation about the behavior of /- and d-tryptophan 
on the action of animal tissue, it became necessary to know whether 
or not the Woods indol method is able to determine the minute 
amount of l-tryptophan in the presence of a large quantity of d- 
tryptophan. ‘To test the applicability of this method I have studied 
the effect of several factors to be taken into consideration. In the 
following the results of my investigation are reported briefly : 


IJ. THE ESTIMATION OF INDOL. 


For the determination of indol, Woods collected the total 
amount of indol produced by distilling the solution at 40°C, almost 
to dryness, with the tip of the condensor dipped into 10 ce. of 
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water in an ice cooled receiver. ‘Twice more 10 ce. of water were 
run into the flask and distilled similarly. The distillate thus 
obtained was diluted to 100 ec. and out of it, 50 ce. were put into 
a separating funnel, adding 0.5 ec. of freshly prepared 1% sodium 
B-naphthoquinon monosulfonate and lee. of 10% potassium 
hydroxide. After standing for 15 minutes, the blue solution was 
extracted successfully with 5ee. and 3ee. of chloroform. The 
orange red chloroform solution was run into 10 ce. volumetrie flask 
and made up to volume. The colour of this chloroform solution 
was compared with that obtained from a similarly treated indol 
solution of a known amount. Woods reported that it was possible 
to recover from 0.1-1.0 mg of indol up to 96.2%. 

Kotake preferred the colour produced by  p-dimethyl- 
aminobenzaldehyde-reagent for colorimetry. He added 3 ce. of 
20% trichloracetie acid to 10 ec. of the B. coli suspension containing 
indol. The mixture was centrifuged and the supernatant lquid 
was extracted twice using 20c¢e. of petroleum ether each time. 
Petroleum ether was washed once with a small amount of water, 
and then See. of an aldehyde reagent was added. The pinkish 
red colour of the alcoholic portion thus produced was measured 
with a Stufen-photometer. Comparing these two methods, I found 
that the colour produced by the Kotake method was more sensible 
than the Woods method. The colour may however be measured 
colorimetrically with equal success. There is a good proportion 
obtainable between the colour and the amount of indol within the 
range of 0.006-0.05 mg in the Kotake method, and that of 0.05— 
0.75 mg in the Woods method. Thus the Woods method requires 
more time and is also often hindered by the formation of the foam 
in the course of distillation. I therefore preferred the Kotake 


method, which is also satisfactory for the determination of a minute 
amount of indol. 


Ill. Tue usrimarvion or 1-TRYPTOPHAN BY THE USE 
oF B. cout. 
1. Escape of Indol through aeration. 
Woods reported in his paper that B. coli decomposed trypto- 
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phan completely in the course of digestion under a continuous 
aeration and that about 4% of the total indol produced escaped 
through the aeration, necessitating the value of the experimentally 
obtained indol to be increased by 4 per cent for the collection. 
However since the percentage of the amount of the escaped indol 
may vary with the absolute amount of indol present and with the 
degree of ventilation, I preferred to collect the escaping indol by 
using three successive wash tubes which contain 10 cc. of N/50 
sulphuric acid cooled with the running water. 
bess al 


es p each containing 100 ce. 
eae oso He ON 


+E up 


= Hy Aspiration 


Sn Th 
7 


Piytogy dye 
Le TRA 


aa 


incubator 


WII 


5.466 mg of indol were put into a flask and placed in an 
incubator which was connected with two wash tubes on one side 
and three collecting tubes on the other as shown in figure 1 and 
the air was bubbled through at the rate of about twice a second as 
throughout the incubation with B. coli. The air was washed with 
5% KMnOy, and water in succession before entering the flask. 

After aeration for the duration of 24 hours, the content of 
tube By, By and Bz was extracted with petroleum ether separately 
and the amount of indol was determined with the aldehyde reagent. 
As can be seen in Table I, tube B; collects 6.5% of indol and tube 
Bs 0.8%, thus consisting of the total amount of escaped indol 
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TABLE I, 
Amount of indol escaped during aeration. 
5.466 mg indol in 20 ce. phosphate buffer pH 7.4 aerated in the rate 
of two bubbles per second for 24 hours at 37°C. 


Recovered absolute amount Amount of indol percentage 


A 4.966 90.6 
iByell, 0.352 6.5 
1B 25 0.041 0.8 
Bass 0 0 
Total 5.359 98.0 


(7.3% ), as the third wash tube, B3, showed entirely free of indol. 
This experiment indicates that we can recover the total amount 
of indol, which escaped through aeration in Woods method. 


2. B. coli suspension used. 

The B. coli suspension used in the following experiment was 
collected from a peptone agar culture in a Roux bottle, obtained 
after 24 hours’ incubation, by splitting off from the phosphate 
buffer, filtered through a filter paper of rather coarse type and 
washed by means of a centrifuge of about 7000 turns, until the 
washings were entirely free from the indol reaction. Usually 
seven washings were enough. We washed the bacteria once more, 
and 9.5% suspension was made with phosphate buffer. The B. coli 
thus obtained was proved entirely free from any Gram positive 
bacteria, and did not produce any trace of indol during the aeration 
of 24 hours from phosphate buffer solution containing 200 mg dry 
weight of bacteria. The latter fact showed that there was no 
contamination of peptone like bodies in the suspension and also 
that there occurred no production of indol by the autolysis of B. 
coli itself during 24 hours in the experimental condition as 
mentioned. 


> 


3. Tryptophan used. 

The /-tryptophan used.in this experiment was purified accord- 
ing to C. P. Berg (1932) by the preparation of acetyltryptophan- 
quinine compounds, which were decomposed with 16N. NaOH into 
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quinine and acetyl-l-tryptophan, and by treating the latter with 
sulphuric acid to free it from acetic acid. The J-tryptophan in the 
solution was precipitated with mercury sulphate and the precipitate 
was decomposed with hydrogen sulphide. After liberating the 
hydrogen sulphide through aeration and_ precipitating off the 
sulphuric acid with baryta, the solution was concentrated and 
precipitated with the addition of twice its volumes of alcohol. M.p. 
was 270-272°C, [a]p was —31.0 at 30°C. 


4. The formation of indol by the action of Bacterium coli on 

l-tryptophan. 

0.526 me of I-tryptophan was dissolved into 20 cc. of M/20 
phosphate buffer solution (pH 7.4), and added to 5 ee. of the B. coli 
suspension as described above. The mixture was placed within an 
incubator at 387°C under constant aeration for 24 hours. The 
indol formed was estimated either by the Woods method or by 
the aldehyde method. As indicated in Table II, /-tryptophan is 
transformed into indol by the action of B. coli. Kotake, in his 
determination of /-tryptophan omitted the aeration during the 
incubation of /-tryptophan with B. coli and left the mixture in an 
Erlenmeyer flask loosely tamponed with cotton. As it seems quite 
questionable to obtain a quantitative result in such a poorly aerated 
medium, we measured how much of l-tryptophan was decomposed 
under such poorly aerated conditions. The third column of 


TABLE II. 


Mstimation of l-tryptophan as indol by B. coli digestion method, amount 
of I-tryptophan 5.26 mg corresponding to 3.019 mg indol 


Under Aeration 
Without Aeration 
W oods-method Aldehyde-method 

A 2.903 2.978 - 0-758 
133 1! 0.10 0.123 
B2 0 0.017 
Bes 0 0 

Total Amount 3.003 3.118 0.75 
% 99.4% 103.2% 25.1% 
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Table II shows clearly that only 25.1% of I-tryptophan was de- 
composed by B. coli under such conditions, the major part of 
l-tryptophan remaining untouched. 


5. The concentration of trichloracetic acid for deproteination. 

In the determination of l-tryptophan present in the tissue, we 
used trichloracetic acid for the deproteination as also used by 
Kotake. Kotake did not mention about the concentration of 
trichloracetate when the mixture was acted on by B. coli. As, how- 
ever, too much of the above salt may inhibit the action of B. coli, 
I proceeded to find out the concentration of trichloracetate present, 
which does not harm the action of B. coli. As can be seen from 
Table III, 4% of the trichloracetate inhibited the quantitative 
formation of indol, while 2% of the salt gave no interference. It 
is therefore necessary that the deproteinated filtrate should be 
diluted so far as the concentration of trichloracetate went down 
to 1 or 2%, before we added the B. coli suspension. 


TABLE IIT. 
The effect of trichloracetate on the production of indol during 
the incubation with B. coli. 
4.933 mg l-tryptophan used corresponds to 2.829 mg indol. 


Concentrates of : : Yield of indol 
Trichloracetate Tndol produced produced 

1 4 2.129 73.2 

2 2: 2.772 98.0 

3 1.2 US) 

4 0 Qe (il 97.5 


6. The estimation of l-tryptophan added to a tissue extract. 

4.5 ¢ of liver of albino-rat were pulverized in a mortar into a 
paste, adding 15 ec. of phosphate buffer (pH 7.4) and mixed well. 
The supernatant liquid obtained by the centrifugation was filtered. 
5 ec. of the filtrate were added with 5ce. of tryptophan solution 
containing 4.81 mg of tryptophan and the mixture was deprotein- 
ated by the addition of 2 ce. 20% trichloracetice acid. 10 ce. of the 
filtrate of this mixture were neutralized, added with 10 ce. of the 
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buffer and 5 ec. of B. coli suspension. The content of the trichlor- 
acetate of the mixture thus obtained is about 1%. After 24 hours 
incubation, the indol formed was determined. The tryptophan 
content of the tissue paste was also determined, adding 5 ce. of 
phosphate buffer solution instead of J-tryptophan solution in the 
above experiment. The results of these two kinds of experiment 
are shown in Table IV. 


TABLE LV. 


Estimation of tryptophan added to tissue extract. 


Addons) erypto: Recovered as indol 
phan as indol 


- = Recovery 
A igs al B 2 Total 


2.30mg 2.283 0.019 0 2.302 99.0 


0 0.024 0 0 0.024 


As can be seen from the table, the added amount of /-trypto- 
phan is estimated as indol up to 99.0%. It is therefore quite 
reasonable to conclude that the tryptophan present in the tissue 
mixture is determined quantitatively in this method. 


CONCLUSION. 


1. B. coli decomposes and transforms /-tryptophan quantita- 
tively into indol under sufficient aeration, and by the determina- 
tion of indol formed we can estimate /-tryptophan. Without ample 
supply of air by aeration the determination by this method fails. 
The loss of indol through aeration should be avoided by collection. 

2. The method of determining /-tryptophan from the tissue 
mixture is described. 


B. Tur Action or THE TISSUE SLICES ON [- AND 
d-TRYPTOPHAN. 


Kotake (1937) incubated d-tryptophan with slices of kidney 
or liver tissue and he is believed to have observed the production 
of l-tryptophan from its d-isomer. From this observation he 
proposed a theory of stereonaturalisation, in which d-isomer of 
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certain amino-acids like tryptophan are converted into l-isomer 
within the animal tissue and enabled to be utilised. Although his 
theory is theoretically very interesting, the data of his experiment 
seem to be not very convincing. We doubt whether he really 
obtained a production of J-tryptophan in his incubated mixture of 
d-tryptophan and tissue-slices. In his experiment, he measured 
the amount of l-tryptophan in the Woods principle by changing 
l-tryptophan into indol, but only in poorly aerated condition, 
which fails to give a correct value. He also did not mention how 
much /-tryptophan was obtained from tissue slices or paste alone 
after three hours incubation. I have therefore tried to give a 
correct evidence of this interesting observation. Although my ex- 
periments resulted in a negative answer to Kotake’s conclusion, 
it seems worthwhile to give here the description of my experiment 
in some detail. 


Tue Materrau AND METHop. 

1. d-Tryptophan. 

12 em. of l-tryptophan were dissoived in 120 ce. of n. NaOH, 
and added to 36 cc. of acetic acid anhydride in 6 portions, shook 
violently and after placing the mixture at 40°C for 3 hours, was 
left in the ice-box until the next morning. The acetyltryptophan 
thus obtained was washed first with 2n. HCl, and then with eold 
water until it was chlorine free. The yield was 8.1¢, F.p. 205-6°, 
lajp=0. Tem. of acetyl-dl-tryptophan were dissolved in 100 ee. 
methyl alcohol and added to 9.31 em. of quinine. Out of the ice- 
cooled mixture, we obtained crystals containing a large proportion 
of acetyl-d-tryptophan. On condensing the filtrate, the second 
crystalline precipitated containing a large amount of acetyl-I- 
tryptophan. Repeated recrystallisation from methyl alcohol enabled 
us to get a pure acetyl-d-tryptophan-quinine ([a]p=—125.6) and 
a pure acetyl-l-tryptophan-quinine ([a]p=—91.7). From these 
acetyltryptophanquinines we can easily obtain d- and 1-tryptophan 
as mentioned in the preceeding paper. The yield of d-tryptophan 
was 10g. F.p.=272-5°, [a|#?=+32.6°. 
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2. Tissue-slices used. 

The kidneys, of three rats freshly killed, were freed from 
fatty adnexa and capsules, washed with a sterile buffer solution 
and divided into two lengthwise halves. Each half section was 
laid on the moistened filter paper and slices of about one third 
millimeter were made with a safety razor blade. 52 of these fresh 
materials were used in the following experiments. 


ow Bb. col used. 

When several strains of B. coli were incubated with a buffer 
solution containing d-tryptophan, it was found that their action 
on d-tryptophan strongly differred. I have tried therefore to find 
out a strain which produces the least indol. Strains examined were 
B. eoli communis I and II, B. coli communior, B. acidi lactici and 
B. faecalis alealigenes (?), all supplied by the institute of 
bacteriology. As can be seen from Table V, Strain II of B. coli 
communis converted the d-tryptophan only up to 0.6% in 24 hours 


TABLE V. 
Comparison of hydrolytic power of d-tryptophan by B. coli. 


Percentage of 


ame rai Substrs roduced indol é ; 
Name of strain Substrate Proc d tudol production 


d-tryptophan 


B. coli 4.92 0.176 6.2 
eommunis—L 5.09 0.167 5.7 +5.9 
5.09 0.173 5.9 
3 F 9.55 0.013 0.8 
te 1 0.002 0.4 70.6 
communis—I] os aces ne 
B. coli | 1.95 0.105 9.3 
communior 
B. acidi 9.55 0.039 a 
.lactiei i 
d-tryptophan 0.075 6.6 
B. faecalis 2.01 
alealigenes? [-tryptophan 6be7 Se 


2.00 
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incubation, while other bacteria in the B. coli group produced about 
ten times of indol. 


4, The method of determination. 

Total nitrogen was determined by the Kjeldahl; ammonia-N 
and urea-N were determined by Van Slyke and Cullen; amino-N 
was estimated by Van Slyke; and tryptophan by the Folin and 
Marenzi Method. The detection and determination of ketoacid 
was carried out by the Neuberg and Kobert method. 


THE ACTION OF KIDNEY SLICES ON [- AND d-TRYPTOPHAN. 
a) Preliminary test. 


As mentioned above, Kotake insisted on the conversion of 
d-tryptophan into /-tryptophan during the incubation with kidney 
or liver slices. According to his data, about 83-11% of d-tryptophan 
were most hkely converted to /-tryptophan. Now I have tried to 
repeat his experiment with a possibly more exact method of deter- 
mination. Although Kotake only examined the action of the 
tissue on d-tryptophan, I have tried to compare the behavior of 
both isomers on the action of the tissues. 

About 10 mg of tryptophan of each isomer were dissolved into 
12 cc. of a phosphate buffer and added to 2.5 g of kidney slices and 
incubated for 3 hours at 37°C under constant aeration. To 10 ce. 
of the mixture, 2ec. of 20% trichloracetic acid were added and 
filtered. 5 cc. of the filtrate were used for determination of the 
tryptophan which remained unattacked by the tissue, while other 
5 ce. were incubated with B. coli strain I to determine the amount 
of indol produced. The results are shown in Table VI. 

As can be seen from the table the amount of JI-tryptophan 
measured by the B. coli method corresponds fairly well with the 
amount estimated by the Folin-Marenzi method. 

On the other hand the d-tryptophan mixture shows the indol 
production corresponding to 8.1%. Out of these 8.1% about 6% 
of indol may be formed by the B. coli strain used from d-tryptophan 
itself. The remaining 2.1% is the value too high to be interpreted 
as an experimental error of indol determination, and may indicate 
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TABLE VI. 


Preliminary Examination. 


Amount} yp, Amount vias 
= 1s t ) 
; Awapneel | ie of trypto- are of indo] fi ae 
SiWatrare y he entage | aq| of indol Per- 
Pete lot hydro- produced in 5 ee. | centage 


of slice | weight | .*- ree 
aS in 5 ee. lsaia in 5 ee, filtrat 

filtrate YSIS | filtrate steal 

calculated 


l-tryptophan| , 


10.16 mg Og 472mg| 2.45mg| 30.4% | 1.349 1.39 96.4 
Chena 25 478 2.18 38.1 0.114 125 | 81 
(ie Nsom boas 0.0 | 0.013 


the conversion of d-tryptophan into /-tryptophan. It is, however, 
also possible that this part of indol production may come from 
some simpler substance produced from d-tryptophan by the action 
of tissue and not from J/-tryptophan stereonaturized from d- 
tryptophan as Kotake supposed. This second possibility seems 
to be quite plausible, because we observed that the precipitation of 
tryptophan remaining after incubation with tissue by the addition 
of mercury sulphate, showed a rose red color in the case d- 
tryptophan, while in the /-tryptophan mixture the ordinary yellow 
precipitate of the mercury compound of tryptophan appeared. As 
this red coloration suggested to me the production of bodies like 
indol acetic acid, in the second experiment with d-tryptophan the 
trichloracetic acid filtrate incubated was extracted with ether. The 
extracted watery solution showed a yellow precipitate with mercury 
sulphate and was entirely free from the red color. The etherial 
extract showed all color reactions corresponding to indol acetic acid 
with concentrated hydrochloric acid and potassium nitrite, p- 
dimethylamino-benzaldehyde, Millon’s reagent, cone. HCl-FeCl, 
and vaniline-cone. HCl. 

I have therefore proceeded to the next experiment to determine 
the nature of substances here obtained. 
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b) The examination of substances produced by the action of 
tissue slices on l- and d-tryptophan. 


50 mg of I- or d-tryptophan were dissolved in 20 ce. of phos- 
phate buffer solution (pH 7.4), added to 5gm. of kidney slices, 
and left for 3 hours in an incubator at 87°C. The mixture was 
constantly bubbled with a slow current of air washed through 5% 
permanganate solution and dilute sulphurie acid in succession. 
The outcomming air was bubbled through 5 ee. of n/100 H2SO0,4 to 
absorb ammonia. 

The digested mixture was filtered into a 30 ce. measuring flask 
through a coarse filter paper, washed with 2 ee. of distilled water 
twice, added to 5ce. of 20% trichloracetie acid, and filtered after 
30 minutes. The amount of total-, ammonia-, urea- and amino- 
nitrogen of the filtrate thus obtained was determined. 

To measure, if any, ether soluble nitrogen compound, 20 ee. of 
the filtrate were extracted with ether through a continuous ex- 
tractor. The etherial solution thus obtained was washed with 2 ee. 
of n/50 H2SO, twice, and concentrated to the volume of 20 cc. The 
concentrate was treated in a separating funnel with a cautious addi- 
tion of a sodium carbonate solution, until the water solution remain- 
ed alkaline when tested with the litmus paper. The etherial layer 
was washed with 5 ec. of 1% carbonate solution once more. This 
washing was added to the main water extract and the total volume 
was diluted to 20 ce. with distilled water. The total nitrogen 
content, indol production by B. coli and the ammount of indol- 
pyruvic acid of this solution were determined. 

Tests for indolacetic acid were also tried on the solution. The 
maternal solution remaining after the ether extraction was freed 
from ether under cautious heating, diluted to 20 ec. and the amount 
of total nitrogen, tryptophan (Folin-Marenzi) and indol produe- 
tion by B. coli were determined by this solution. The results of 
the experiment with /- and d-tryptophan were compared in Table 
VII and VIII; data other than /-tryptophan are the mean value 
obtained by the two experiments. , 

As can be seen from this table, the main difference in the 
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TABLE VII. 
Digestion products of l- and d-tryptophan by kidney-slices. 


Suitetcate 0 I-tryptophan d-tryptophan 
50mg 50 mg 
Amount of kidney 5.0 5.0 2 
slices used OTESS 0.0 g 5.0 g 
Total-N 5.0mg 11.8 mg 11.limg 
NH3-N 0.4 0.9 lee 
Urea-N 1.0 12 | 2.4 
Amino-N 1.7 4.2 3.8 
Ether extractible-N 0 | 0 1.6 
Ether-non-extractible-N | 5.0 | 11.3 9.5 
Tryptophan remaining | | 28.0 mg 23.0 mg 
: nm coon Sig 5 5 
Percentage of tryptophan é a, 
digested 447 ae 
Test for indolpyruvie acid = = — 
Tests for indolacetic acid = = t: 


composition of digestion-products between /- and d-tryptophan can 
be enumerated as follows: 

1. d-Tryptophan is digested better by kidney slices than /- 
tryptophan. 

2. Urea is produced in larger amounts from d-tryptophan 
than l-tryptophan. 

3. <A significant difference is the production of an ether ex- 
tractible substance or substances resembling the character of indol- 
acetic acid in the case of d-tryptophan, while l-tryptophan does 
not produce any trace of ether extractible nitrogenous substances. 


c) The action of B. coli on the ether extractible and non- 
extractible portion of d-tryptophan. 

_In the proceeding section it became clear that the digestive 

product of d-tryptophan acted on by kidney slices may be separated 
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into an ether extractible nitrogenous portion and an ether non- 
extractible portion, and that the ether extractible substance shows 
some colour reactions resembling indol acetic acid. This fact sug- 
gests to us that this ether extractible decomposition product of 
d-tryptophan may be acted on by B. coli and produces indol, and 
if so this indol production led Kotake to the false conclusion 
that d-tryptophan is stereonaturalized to /-tryptophan in the diges- 
tion by kidney slices. I have therefore tested whether or not this 
ether-extractible portion produces indol by action of B. coli. The 
result of this examination, which is shown in column 4 in Table 
VIII, tells us that the ether extractible portion produced 0.47 mg 
of indol. 

TaBie VIII. 


Indol forming power after the digestion. 
Tryptophan-kidney slices mixture and their ether soluble portion. 


| Amount of Amount of indol produced 
tryptophan | pacar ae 
remaining absolute amount |percentage 
re Sa ee eo | 
| Ether soluble 
kidney slices alone | = . ae it 
| Ether non 0.04 mg 
soluble 
| Ether soluble 0 
I-tryptophan 50mg 28.0 Taam tae 
| soluble | Bo 99.2% 
Ether soluble 0.47 
d-tryptophan 50mg | 23.0 Either non- 
Sannbie 0.08 0.6 


In the same experiment it became known that the tryptophan, 
which remained in the mother liquid after ether extraction, 
produced only 0.08 mg of indol by the action of B. coli which corres- 
ponded to only 0.6 percent of the tryptophan present in the 
solution. As described in Table V, the strain of B. coli used in my 
experiment completely decomposed /-tryptophan to indol, while only 
0.6 percent of indol came from d-tryptophan. It is therefore clear 
that the tryptophan remaining after the incubation with kidney 
slices consists entirely of d-tryptophan, and there is no production 
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of l-tryptophan from the d- form by the action of the kidney tissue. 

The increased production of indol by B. coli from d-tryptophan 
after the incubation with kidney slices, which misled Kotake to 
the false assumption of obtaining the fact of stereonaturalisation, 
is therefore the product from the ether extractible decomposition 
product of d-tryptophan, not from the J-tryptophan which was 
stereonaturized from d-isomer. 


CONCLUSION. 


1. Both /- and d-tryptophan were digested with kidney slices 
and their decomposition-products were examined. 

2. Among the decomposition products of d-tryptophan, ether- 
extractible nitrogenous decomposition products were obtained which 
produced indol by the action of B. coli. 

3. Tryptophan, remaining after the digestion with kidney 
slices, consists only of d-tryptophan, and there is no evidence of 
the so called stereonaturalization proved by the indol-estimation 
method of tryptophan, not withstanding the report by 
Kotake. 

In conclusion I wish to express my sincere thanks to Prof. 
Dr. S. Kakiuchi for his guidance throughout this investigation. 
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I. InrRopuCcTION. 


In the previous paper (1937) it was concluded that the 
hemolysin- and agglutinin-indueing action of the ox erythrocyte 
stroma depends on the antigenic property of its protein fraction, 
whereas its lipin fraction acts neither as hemolysinogen nor as 
agglutinogen, even when the pig serum is added to it as a schlepper. 
I have tried further to decide with the horse erythroeytes whether 
this is the case or not, and the results are given in the following 


sections. 


Il. JIwmuntzarion EXPERIMENT with IRRADIATED Horse 
ERYTHROCYTE STROMA. 


A. Preparation of Stroma. 


600 ec. of the defibrinated horse blood, after having been 
filtered through gauze and cotton wool, were mixed thoroughly with 
the equal volume of 0.85% sodium chloride solution. The erythro- 
eytes were then separated as much as possible from the original 
solution by centrifugation, and washed three times with the addi- 
tion of 900 ce. of 0.85% sodium chloride solution, subjecting them 
to centrifugation each time. The erythrocytes obtained were laked 
with 2400 ce. of water, and after the lapse of 2 hours, the stroma 
was precipitated from the solution by the addition of 2400 ec. of 
0.01N hydrochloric acid. The precipitate was repeatedly washed 
by decantation with water, until no colouring substance appeared 


AAT 
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in the supernatant liquid. Then the mixture was neutralized with 
0.01N sodium carbonate solution, to obtain a uniform suspension 
of stroma. To this solution, a sufficient amount of 0.01N hydro- 
chlorie acid was added in order to precipitate the stroma again. 
This procedure of decantation, dissolution and reprecipitation was 
repeated until the precipitated stroma became entirely colourless. 
1% stroma suspension was obtained by neutralizing with 0.1N 
sodium carbonate solution and diluting it with water. 


B. Irradiation of Stroma by the Presence of 
Hematoporphyrin. 


As deseribed in the previous paper, the stroma was irradiated 
in the presence of hematoporphyrin in order to separate the protein 
and the lipin under mild circumstances. As it was shown formerly 
by Kawai (1929) of this Institute that the hemolysis induced by 
means of the photosensitivization with hematoporphyrin is probably 
due to the dissociation of the colloid-chemical association between 
lipin and protein, hematroporphyrin was diluted to the concentra- 
tion of 0.004% by 200 ce. of the 1% suspension of stroma, and 
the mixture was stood aside in the dark place for 1.5 hours. A 
Petri dish containing the above mixture was then placed for an 
hour between 1000-Watt and 1500-Watt electric lamps at a distance 
of 50 em from each lighting source, using an electric fan to avoid 
the effect of the heat. The solution was allowed to stand overnight 
in the ice chest. 


C. Immunization Test. 


Rabbits weighing 2.5-3 kg were injected intravenously with 
5 ec. of the stroma solution thus obtained at about weekly intervals. 
A week after the 3rd and 5th injections the hemolysin titers of 
the inactivated sera were determined as usual, by adding 0.2-0.5 ee. 
of 10 times diluted guinea-pig serum, corresponding to 2 units of 
complement, and 0.5 ce. of 2.5% suspension of thoroughly washed 
horse blood corpuscles to a series of 0.5 ec. of progressively doubly 
diluted sera. The normal antihorse hemolysin present in the 
guinea-pig serum was removed previously by absorption with horse 
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blood corpuscles at low temperature. Readings were made after 
2 hours of incubation at 37°C. The agglutinin titers were also 
determined by adding one drop of 2.5% suspension of washed horse 
blood corpuscles to each 0.5 ce. of progressively diluted inactivated 
immune sera and examining the agglutination of the corpuscles 
after 2 hours in the incubator. In the following table the 
agglutinin and hemolysin titers are given by the highest dilution 
of the tested serum in which agglutination or complete hemolysis 
occurred. 


TABLE I. 


Hemolysin Titer Agglutinin Titer 


Antibody | No. of : 
inducer |rabbit| before |after 3rd|after 5th| before | after 3rd| after 5th 
injection | injection | injection | injection | injection | injection 
42 0 128 8 8,192 
43 0 128 128 4 2,048 4,096 
Irradiated | 44 0 64 128 2 2,048 | 4,096 
Stroma 
45 0 128 128 16 4,096 2,048 
46 4 1,024 1,024 16 32,768 8,192 


From Table I, we can see that the effectiveness of hemolysin- 
and agelutinin-inducing power of the horse erythrocyte stroma is 
not diminished by the irradiation process. 


Tl. Immunization ExprerRIMENT witH PurRiFIep LiPIn 
Fraction or Horst EryTHROCYTE STROMA. 


A. Extraction and Purification of Lipin Fraction. 


To 200-250 ec. of the irradiated stroma suspension, 0.1N 
sodium carbonate was added until pH value of the solution be- 
came 9. 380cc. of absolute aleohol were then thoroughly mixed 
with it, and 500 ce. of ether and 500 ce. of petroleum ether were 
added successively, and the mixture was thoroughly shaken each 
time. The water fraction was repeatedly extracted with the same 
volume of ether and petroleum ether. The ether-petroleum ether 
fractions were brought together and evaporated in vacuo at 35°C 
under slow current of carbon dioxide. After having been dried 
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thoroughly, it was dissolved in a mixture of alcohol 1: ether 3: 
petroleum ether 3, separated from an insoluble portion by centri- 
fugation and the solution was evaporated again in vacuo at 35°C 
under slow current of carbon dioxide. The residue was dissolved 
in ether, and an insoluble portion was removed by centrifugation. 
The ether was then evaporated as above. The residue was now 
dissolved in petroleum ether, filtered, and the petroleum ether was 
thoroughly evaporated. Finally the residue was dissolved in ab- 
solute ether, filtered, and the solution was evaporated. After these 
purification processes 7.93 gm. of the pure lipin fraction of stroma 
were obtained from 9,600 cc. of defibrinated horse blood. 


B. Chemical properties of lipin fraction. 

The purified pin fraction of horse erythrocyte stroma obtain- 
ed above is readily soluble in ether, petroleum ether or chloroform 
and precipitates partially from its solution by the addition of 
alcohol or acetone. It is almost completely soluble in hot alcohol, 
though insoluble in cold aleohol. A precipitate is formed from 
the hot aleoholie solution by the addition of 1% alcoholic soluticn 
of digitonine or the saturated alcoholic solution of cadmium 
chloride. Molisch’s reaction and orcinol reaction are both nega- 
tive. The analysis gives the following data: 

Total nitrogen........ 1.16% (by micro-K jeldah] method) 
Rhosphortisn sae 2.31% (by Fiske-Subbarow’s method) 
Atomic ratio Ofer IN), soled a2: 


C. Immunization test. 


1% suspension of the lipin fraction was prepared by quickly 
mixing the alcoholic solution of the lipin with 0.85% sodium 
chloride solution. Sodium oleate (Merck) was added in proportion 
of 0.5% to secure the emulsification of lipin. In order to enhance 
the antigenic activity the immunization with the mixture of the 
suspension of lipin and pig serum was also carried out. The pig 
serum alone has no power to increase the hemolysin and agglutinin 
titers against the horse erythrocytes as shown in Table II, 

The pig serum was mixed with the suspension of the hpin 
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TABLE II, 


Hemolysin Titer | Agglutinin Titer 
Antibody NOG! ose | ese |e) SS oe | ee | Se a 
inducer rg of ope | epareciel ae Set Iieeters PeCuaeh I iapcekall Oelel I Corey |i ose 
Se Ona Ore il eoran Ime | Su | ees limes 
: a ss 
Seat ees "So Sai EP | Pala ant eecet ent tact Mee ca irae 
: 26 0 0 0 0 2 2 2 
Pig serum | 
27 0 0 4 f 8 8 
_ = ey | - -- — 
: 24 0 2 8 
Pig serum 0 = ; 
(sodium oleate 47 il 2 16 8 8 
added ) 48 is - i 3 8 8 8 
¢ =) ~ ) & Cc 


fraction in the concentration of 10% and the mixture was stood 
aside in an ordinary temperature for an hour, and 5 ee. of it were 
injected into each rabbit in the same manner as in the ease of 
Immunization with irradiated stroma. After the 3rd, 6th and 9th 
injections the hemolysin and agglutinin titers of the antisera of 
the treated animal were determined and the results are shown in 
Table III. 
TABLE IIT. 


Hemolysin Titer Agglutinin Titer 
; Zt ea eee eee Sees ire eee 
Antibody INO. Of | gS & 3 = 6/26] o8| ks SSE|S65 
inducer rabbit | 6% 4 8 ane as || eon ease | ee Le 
Pee COA ers eo Nias SO Nhe Ons oe et ae 
Lo 25S) | Carer) Sacey || esr icstep || cars) || eae 
“4 Sea Se Sen = Ten Ben CS eet 
ae 3 49 0 0 2 + 
Lipin fraction 
(sodium oleate 50 0 0 4 4 8 8 8 
gdded) BRO Weal abu 94. sih 02 8, | |ouee wee 
52 4 0 “| al 
Lipin fraction 53 2 8 4 8 8 8 16 16 
and pig serum 54 0 0 0 0 yi 9 4 
(sodium oleate 
added ) 55 8 4 8 QD pra 8 8 
56 0 2 4 ih 2 8 8 


As ean be seen from the table the formation of immune 
hemolysin and agglutinin does not oecur after. the repeated injec- 
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tions of the purified lipin fraction of the horse erythrocyte stroma, 
even when pig serum is mixed with it as a foreign protein. 


Ill. Comparison or Auconoutic Extracts BETWEEN 
Ox EryTHROCYTES AND Horse ERYTHROCYTES. 


Landsteiner and v. d. Sheer (1925) observed that hemo- 
lysins and agglutinins could be readily obtained by injections of 
alcoholic extracts of the horse erythrocytes mixed with pig serum. 
In their opinion the specific substance present in alcoholic blood 
extracts are probably not proteins. Sakamoto (1928) and 
Tobaya (1929) repeated the experiment of Landsteiner and 
concluded that the horse erythrocytes had hemolysinogen and 
agglutinogen of a lipoid nature. Furthermore, from the results 
of the investigations of the erythrocytes of several species of 
animals they inferred that the antigen causing the appearance of 
hemolysins and agglutinins of the ox erythrocytes is merely of a 
protein nature, while the horse erythrocytes contain the both 
antigens of a protein and lipoid nature. Their conclusions were 
chiefly based on the observations in the antigenic activity of 
alcoholic extracts and residues after the extraction. Alcoholic ex- 
tracts were prepared as follows. 100 ce. of the washed sediment 
of the corpuscles were extracted with 900 ce. of absolute alcohol 
for 3 days at room temperature, stirring occasionally. The blood 
coagulum was again extracted with 300 ec. of alcohol for an hour 
in the water-bath at 50°C. The third extraction was carried out 
with 300 ce. of boiling alcohol for an hour. The extracts were 
filtered through 2 sheets of filter-paper and evaporated to syrupy 
consistency. The preparation of Landsteiner and v. d. Sheer 
is also similar to this. However these authors have never deter- 
mined the contents of the total nitrogen, lipoid nitrogen and protein 
nitrogen of their alcoholic extracts. Formerly, Watanabe of 
this Institute ascertained that active substance was insoluble in 
absolute ether. We can not neglect the possibility that protein 
contaminates either ether or alcohol when extraction is performed 
by these solvents in the presence of water as conducted by Saka- 
moto and Tobaya. Sakamoto and Tobaya’s conclusion, that 
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lysinogen of a lipoid nature exists in the horse corpuscles and does 
not exist in the ox corpuscles, might possibly be due to the dif- 
ference in the protein content of their aleoholic extracts. These 
considerations have led us to perform the chemical investigations 
on the alcoholic extracts of the corpuscles. 

The alcoholic extracts of both the ox and horse blood corpuscles 
were prepared according to the method of Tobaya (1929) as 
described above. 2.5 9m. of the extract were obtained from 280 ce. 
of the ox blood corpuscles and 2.2 em. of the extract from 280 ce. 
of the horse blood corpuscles. Three samples were prepared from 
each of the ox blood and horse blood, and the content of the total 
nitrogen was estimated in each sample by micro-K jeldah1 method. 
The data obtained are shown in Table IV as the dried weight of 
the extract in the percentage. We can see a marked difference of 
the total nitrogen contents in the alcoholic extracts between the 
horse and ox corpuscles. 

In order to make clear that this difference of the total nitrogen 
contents is due to the difference in the protein contents, the follow- 
ing estimations were carried out. The alcoholic extract was 
thoroughly dried, and then extracted by hot ether. The extract 
was evaporated to dryness, extracted: with absolute ether, and the 
nitrogen content of this ethereal extract was determined. ‘To the 
residue of the ethereal extraction, the water was added and then 
the solution of trichloracetie acid was added in the concentration 
of 5%. After centrifugation, the nitrogen contents of the preci- 
pitate and the supernatant liquid were estimated separatedly. As 
can be seen from Table IV, the difference of the total nitrogen 
contents depends on the difference of the nitrogen which is not 
extracted with ether and’ precipitated by trichloracetic acid. The 
aleoholic extract of the horse erythrocytes contain more protein 
than that of the ox erythrocytes. 

The contents of cholesterin and phospholipin phosphorus were 
also determined in each sample. Cholesterin contents were deter- 
mined by Onizawa’s method (1928) by weighing the precipitate 
of digitonide by micro-balance, and the contents of free cholesterin 
and ester-cholesterin were estimated separatedly. To estimate the 
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phospholipin phosphorus, the sample was extracted with the mix- 
ture of aleohol 3: ether 1. The extract was evaporated to dryness 
and then extracted with petroleum ether. The extraction with 
absolute ether from the dried extract followed. The extract was 
dissolved in 2-3 ce. of ether, and 30 ce. of acetone and 0.5 ce. of 
a saturated solution of magnesium chloride were added to it and 
stirred thoroughly. After the lapse of ten minutes, the precipitate 
was centrifuged and its phosphorus content was estimated by 
Fiske-Subbarow’s method. 

The results are also shown in Table IV. From the table, it 
ean be seen that the alecohohe extract of the ox erythrocytes 
contains more quantity of free cholesterin than that of the horse 
erythrocytes. On the other hand, phospholipin contents give only 
a sheht difference. The extract of the horse erythrocytes contains 
shghtly more phospholipin than the ox erythrocytes. 


TABLE LV. 
| s Ethereal Extract | Residue of ethereal extrac- 
} 0 a a ae >. | wWonvatter addition of 
Ne RE Ta naa 5 = Be Cholesterin | 5% trichloracetic acid 
extract ye a eas ey ; | ; 
| z a8, 2 a Nitrogen Nitrogen 
ie 4 22 x @ in the pre- | in the super- 
= A a a aad a cipitate natant liquid 
Jo Jo %o Jo | Jo Jo 
ee Now 1.44 | 0.66 | 1.28 | 13.96 0 0.76 0.02 
eryth- No. 2 PAO Oa) de28s i t4e3s4 0 0.74 | 0.01 
Foeyves! | no, S¢ | 143h 0.66) 124) tao lo 0.76 0.01 
average | 1.42 | 0.66 | 1.25 | 14.36} 0 0.75 0.01 
Tee No. 1 2:85 | 0.710) 1.40 5.42 0) 2.12 0.02 
eryth- No. 2 2,81) 0.72 | 1.38 5.46 Oo 2.06 9.03 
tocytes || No.8 | 2.88 | 0731 d.86el <7.20) 0 2.11 0.02 
average | 2.85 | 0.72 | 1.38) 612) 0 2.110 0.02 


The fact that hemolysin is readily formed by the injection of 
the alcoholic extract of the horse corpuscles, while it is said to be 
hardly formed by the alcoholic extract of the ox corpuscles, should 
be attributed to the difference of the protein contents in their 
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extracts. If a large quantity of the alcoholic extract was used 
for the immunization, the extract of the ox corpuscles might be 
also active. It is of interest to note the Sakamoto’s observation 
(1928) that the alcoholic extract of the ox blood corpuscles had a 
hemolysinogeni¢ activity when hens were used for the immuni- 
zation. 


CONCLUSION. 


1. Purified pin fraction of the horse blood corpuscles shows 
no activity as hemolysinogen and agglutinogen, even if the pig 
serum is added as a schlepper. 

2. The alcoholic extract of the red blood corpuseles is con- 

taminated with more or less of protein. 
3. The alcoholic extract of the horse blood corpuscles contains 
approximately a doubled quantity of protein than that of the ox 
blood corpuscles. This may be responsible for the observation that 
the alcoholic extract of the horse blood corpuscles shows antigenic 
activity more readily than that of the ox. 

4. There exists a remarkable difference in the cholesterin 
contents of the alcoholic extracts between the horse and ox blood 
corpuscles. 

I wish to express my sincere thanks to Professor 8. Kakiuchi 
for his kind advice and encouragement throughout this investiga- 


tion. 
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UBER DIE GEWEBEPROTEOLYSE. 


I. Mitteilung. Uber die Unterscheidung zwischen Katheptase 
und Ereptase der Schweinsleber. 


VON 


SENJI UTZINO unp TOORU SAKAT, 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultit 
der Kaiserlichen Tohoku-Universitiét, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. S. Utgino.) 


(Hingegangen am 23. Mirz 1941) 


In den zuerst systhematisch ausgefiihrten Untersuchungen 
uber Gewebeprotease der Milz haben Waldschmidt-Leitz und 
Deutsch (1927) die bei schwach saurer Reaktion wirkende 
Proteinase von der bei schwach alkalischer Reaktion auftretenden 
Erepsinwirkung durch Adsorption und Elution getrennt. Darauf 
wurde von Waldschmidt-Leitz und Mitarbeitern (1930) eine bei 
sehwach saurer Reaktion (Pu 4,2) wirkende Carboxypolypeptidase 
(katheptische Polypeptidase) fiir Benzoylglyeylelycin-Spaltung in 
Leber und Milz des Schweins anerkannt und diese Forscher haben 
das Kathepsin und die katheptische Polypeptidase (Carboxy- 
polypeptidase) dureh Einwirkung von Cyanwasserstoff von der 
Gewebeereptase (Aminopolypeptidase und Dipeptidase) befreit und 
dann auch das Kathepsin von Carboxypolypeptidase getrennt, 
indem sie diese letztere Wirkung dureh Aufbewahrung bei PH 3,5 
(15 Stdn.) oder durch Adsorption mit Eisenhydroxyd (bei Px 3,8) 
ausschalteten. Fiir die Isolierung der ereptischen Enzyme haben 
sie einmal die Aminopolypeptidase (Leucyldiglycin-Spaltung) und 
die Dipeptidase, getrennt von der Kathepsinwirkung, in ammonia- 
kalischem Eluat des Tonerdeadsorbats, wenn auch in einer 
schlechten Ausbeute, wiedergefunden; aus diesem Eluat wurde die 
Dipeptidase durch die weitere Eisenhydroxydadsorption (PH 3,8) 
oder dureh Aufbewahren bei Pu 4,0 (15 Stdn.) ausgeschaltet, um 


die Aminopolypeptidase zu isoleren. 


D, Wd ey 
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Da diese sehr erfolgreichen Prozeduren ziemlich umstandlich 
sind, scheint eine leicht ausfiihrbare Trennung der Gewebeenzyme, 
mindestens eine Unterscheidung der katheptischen von den erep- 
tischen Enzymen, immer wieder aus verschiedenen Griinden sehr 
wiinschenswert zu sein. In den vorliegenden Versuchen haben wir 
ein leicht ausfiihrbares Verfahren zur Unterscheidung dieser beiden 
Enzymkomplexe ausgearbeitet. 

Bevor wir ins Hinzelne gehen, legen wir uns die Frage vor, 
ob eine hohere Eiweissabbaustufe wie Pepton bei schwach saurer 
Reaktion besonders unter Cysteinaktivierung durch Gewebeenzyme 
von katheptischer Natur iiberhaupt nicht angegriffen werden kann, 
da -Tripeptid und Dipeptid den bei schwach saurer Reaktion 
wirkenden Gewebeenzymen sehr stark zu widerstehen scheinen. 

In den neuen Untersuchungen tiber das Vorkommen des 
Kathepsins im Magensaft hat Freudenberg (1940) als das 
hydrolysierbare Kathepsin-Substrat nur genuine Eiweisskérper 
anerkannt, nicht aber Pepton-Witte. 

Die hier erzielten Ergebnisse zeigen eine deutliche Aciditats- 
zunahme im Pepton-Digestat durch die Lebermazeration-Wirkung, 
und auch durch Zusatz von Cystein eine deutlichere, die am 
giinstigsten bei PH 4,0-5,0 verstairkt wurde, wie es bei den Ver- 
suchen mit Casein oder Gelatine der Fall ist. Da in diesem 
Versuche die Ereptase nicht ausgeschaltet ist, trat diese Wirkung 
sehr auffallig bei Pu 7,0-8,0 zutage und kann noch bei schwach 
saurer Reaktion wie bei Pr 6,0 nicht ohne Einfluss bleiben. Unter 
Ausschaltung dieser Ereptase-Wirkung wurde die Peptonspaltung 
bei schwach saurer Reaktion besonders nach Cysteinaktivierung im 
Versuch IT sicher bestatigt und wir mochten daraufhin mit groésster 
Wahrscheinlichkeit eme besondere katheptische Peptonase-Wirkung 
annehmen. Demnachst diirfte ein eingehender Bericht*von einem 
der Autoren der vorliegenden Arbeit iiber die katheptische 
Peptonase (kurz Kathopeptonase) an anderer Stelle folgen. 

Minsichtlich der Unterscheidung zwischen den katheptischen 
und den ereptischen Leberproteasen gelang es uns ein einfaches 
Sadure- oder Alkali-Verfahren aufzufinden, indem wir entweder 
einerseits die bei schwach saurer Reaktion wirkende Katheptase- 
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Wirkung durch die Alkali-Behandlung vernichten oder anderseits 
die bei schwach alkalischer Reaktion auftretende Hreptase-Wirkung 
durch die Saure-Behandlung ausschalten konnten. Wie die Ver- 
suche IT ergeben, ging die ereptische Wirkung des Leberpulvers 
nur durch Aufbewahren desselben bei Pu 4,0 mit Salzsiiure 
wahrend 40 Minuten verloren, also wurden Pepton, Leucyldiglycin, 
Diglycin, Benzoyldiglycin und Benzoyleglyein in keinem Fall bei 
Pu 7,2 dadurch angegriffen, waihrend das mit Siure behandelte 
Leberpulver Gelatine, Pepton-Witte und auch Benzoyldiglyecin 
deutlich bei Pu 4,5 hydrolysieren konnte, nicht aber Benzoylglyein, 
Glyeylglyein und Leueyldiglycin. Hier sei noch bensonders 
hervorgehoben, dass diese Hydrolyse des Peptons und der Gelatine 
durch Cysteinzusatz deutlich verstarkt wurde. Wie schon von 
Waldschmidt-Leitz (1930) darauf hingewiesen, wurde auch 
Benzoyldiglyein bei Pu 4,5 dureh das Enzym angeegriffen, und auf 
das Spaltungsprodukt desselben werden wit spiter nochmals 
zuriickkommen. Aus diesen sehr anschaulichen Ergebnissen kann 
man wohl die Ereptase-Wirkung in diesem mit Séure behandelten 
Enzymkomplex ausschliessen und die ereptasefreie katheptische 
Wirkune (Katheptase) — Kathepsin, Pathopeptonase und Acyl- 
dipeptidase (katheptische Carboxypolypeptidase im Sinne von 
Waldschmidt-Leitz et alt., 1929) —annehmen. Im analogen 
Sinne der Hreptase mochten wir diesen bei schwach saurer Reak- 
tion wirkenden Leberenzvmkomplex als Katheptase im weiteren 
Sinne des bei saurer Reaktion eingestellten Kathepsins auffassen, 
unter dem man WHiweiss-, Pepton- und Benzoyldiglycinspaltung 
verstehen sollte. Uber die Frage der Unterscheidung zwischen der 
katheptischen Peptonasewirkung und der Kathepsinwirkung (im 
engeren Sinne) diirfte eine weitere Arbeit die Entscheidung 
bringen. Hm Gegensatz zu dem S&aure-Verfahren wurde diese 
Katheptasewirkung des Leberpulvers durch Aufbewahren desselben 
bei Pu 9,5 wihrend einer Stunde fast ginzlich ausgeschaltet, indem 
die Hydrolyse der Gelatine, des Peptons und auch des Benzoyl- 
diglycins bei Pu 4,5 durch das mit Alkali behandelte Leber-Enzym 
negativ ausfiel; das Enzym konnte jedoch Pepton, Leucyldiglyein, 
Benzoyldiglycin wie auch Benzoylglycin bei Pr 7,2 hydrolysieren, 
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Diese Ergebnisse weisen also auf die Ausschaltung der Leber- 
katheptase durch das Alkali-Verfahren hin. Was die Unter- 
scheidung der Gewebeereptasen betrifft, so wird man hier an die 
Angaben eines der Autoren vorliegender Arbeit und an die von 
Nakayama (1940) iiber Nierenpeptidase und auch an die neulich 
erfolgreich ausgefiihrten Untersuchungen von Nishihara (1941) 
liber die Dipeptido-Peptidase der Niere erimnert. 

Zuletzt haben wir Benzoylglycin als Abbauprodukt des 
Benzoyldiglycins durch die dureh das Saure-Verfahren von 
Ereptase befreite Katheptase-Wirkung der Leber isoliert, und die 
Versuche, Benzoesiure aus dem Abbauprodukte zu gewinnen, fielen 
erfolglos aus. Hier ist noch zu erwahnen, dass Hippursaure bei 
Pu 4,5 durch das Enzym nicht hydrolysiert werden kann. Auf 
Grund dieser Beobachtungen modchten wir mit aller groésster 
Wahrscheinlichkeit unter dieser katheptischen Carboxypolypepti- 
dase (im engeren Sinne) eine Acyldipeptidase verstehen, nicht 
aber eine Dipeptidacylase unter Abspaltung der Benzoesaéure. 

Hier sei auch daran erinnert, dass das Benzoyleglycin als 
Spaltungsprodukt des Benzoyldiglycins durch Pankreasenzym von 
einem der Autoren dieser Arbeit (1928) isoliert wurde, und es 
ware wunschenswert, dass wir das weitere Studium der Verbreitung 
und der Hinheitlichkeit solcher Enzymwirkung — Acyldipeptidase 
—in Angriff nehmen kénnen. Die Untersuchungen itiber die 
ereptasefreie Katheptase und Acyldipeptidase sind im_hiesigen 
Institut fortgefiihrt. Es soll demnichst dariiber berichtet werden. 


VERSUCHSTEIL. 


Versuch I. Peptonspaltung durch die Lebermazeration (Schwein) 
ber schwach saurer Reaktion unter Beriicksichtigung 
der Cysteinaktivierung. 

Enzym: Der Schweineleberbrei wurde mit 3 facher Volum- 
menge Glycerin-Wasser (1:1) gut zerrieben, koliert und unter 
Toluol im Hisschrank aufbewahrt. 

Versuchsansatz: 5cem 8%iger Wittepeptonlésung+2 cem 
Lebermazeration mit 2 cem Wasser oder mit 2 cem 0,05 Mol-Cystein 
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HCl (neutralisiert) fiir Aktivierung + 11¢em Phosphatpuffer 
+ Toluol; digeriert bei 37°C. Zur Aktivierung des Enzyms 
wurden 2ccem Lebermazeration mit 2cem 0,05 Mol-Cysteinchlor- 
hydrat (mit NaOH neutralisiert) bei 37°C 30 Minuten lang stehen 
gelassen und dann verwendet. 

Kontrollversuche mit Enzym-Puffer ohne Substrat einerseits 
oder mit Substrat-Puffer ohne Enzym anderseits wurden unter den 
gleichen Bedingungen der Digestion unterworfen und_ diese 
Kontrollwerte von denjenigen des Hauptversuchs abgezogen. Nach 
Ablauf der gewissen Digestionszeit wurde die Aciditat in 4 ecem 
Digestat nach Sorensen formoltitriert. 

In Tabelle I sind die korrigierten Werte der Aciditatszunahme 
des Hauptversuchs angegeben. 


TABELLE I. 


Katheptische Peptonspaltung. 


Acidititszunahme in 4 ccm Digestat (ecem 0,1 n-NaOH) 


nce Aktivierung b) ohne Cystein | a) mit Cystein a—b 
Pn Se ced 72 24 72 eee 
: = | ; 
4 0,35 0,35 0,64 1,19 0,29 | 0,84 
5 0,75 | 0,72 | 1,10 | 1,57 0,35 | 0,85 
6 1,34 1,51 1,50 2,10 0,16 | 0,59 
7 1,38 1,73 1,40 2,08 0,02 | 0,35 
7,5 Tag wets 1,30 1,83 | —0,08| 0,10 
8 1,30 1,62 | 1,27 1,68 | —0,03] 0,06 


Versuch II. Darstellung des ereptasefreien Leberenzyms 
(ereptasefreie Katheptase). 

Die Lebermazeration, die durch Zerreiben des Schweinsleber- 
breis mit der anderthalben Volummenge Wasser bereitet und koliert 
wurde, lisst man nach Einstellung bei Pa 4,0 mit 3% Salzsaure 
40 Minuten lang im Brutsehrank (37°C) stehen und dann versetzt 
man sie mit einer geniigenden Menge Aceton, um eine vollstandige 
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Fallung zu erzielen, nachdem die Reaktion der aufbewahrten 
Lebermazeration bei Pu 5,0 mit 3% Natronlauge zuriickgestellt 
wurde. Den dabei ausgefallten Niederschlag entwassert man unter 
erneutem Zusatz von Aceton und pulverisiert ihn, nachdem das 
entwasserte Priparat nach Behandeln mit Ather, wenn nétig, im 
Vakuumexsikkator tiber Schwefelsiure getrocknet wurde. 

Als Enzym bedient man sich einer 10%igen Suspension dieses 
Pulvers in Wasser, um seine Aktivitét bei Pu 7,2 und bei Pu 4,5 
unter Beriicksichtigung der Cysteinaktivierung zu untersuchen. 

Versuchsansatz bei Pu 4,5: 5eem 8%iger Gelatine- und 
Wittepeptonlésung oder 0,2 Mol-Peptidlosung+11e¢eem Phosphat- 
puffer +2 cem Enzymsuspension (0,2@ Enzympulver) mit 2 ecm 
Wasser oder mit 2 eem 0,1 Mol-Cystein HCl-Losung (neutralisiert ) 
+Toluol. Fir Cysteiaktivierung wurden 2 cem Enzymsuspension 
mit 2cem_ 0,1 Mol-Cysteinchlorhydratlosung (neutralisiert) bei 
37°C 30 Minuten lang aufbewahrt und dann verwendet. 

Versuchsansatz bei Pa 7,2: 5eem 8% Gelatine- oder Witte- 
peptonlosung oder 0,2 Mol-Peptidlosung+138¢em Phosphatpuffer 
+2cem Enzymsuspension+Toluol. Das Reaktionsgemisch wurde 
im Brutsehrank (37°C) digeriert und die Aciditat in 4c¢em 


TABELLE IT. 
Hreptasefreie Katheptase-Wirkung. 


Aciditatszunahme in 4cem Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 


= 


A el als Pu 4,5 Pu 7,2 
‘ ig es 
1@). 
UN, 
ohne Cystein mit Cystein ohne Cystein 
Std. . | ‘ | 9 
Suaiead . 24 72 120 24 72 120 24 72 120 
Gelatine (Merck) 0,381) 0588!) 22035) 10,51 1 a0 e480 0,02} 0 
Witte-Pepton 0,48 | 0,65 | 0,77 | 1,09 | 1,79 | 1,89 |—0,03 |—0,03)| 0,03 
d,l-Leucyldiglycin | 0,01 | 0 0,02 | 0,02 | 0 0 0,02} 0,05} 0,07 
Diglycin 0 0 0 — —_ == 0 0 0,15 
Benzoyldiglyein 0,17 | 0,38 | 0,51 | 0,11 | 0,37 | 0,59 0,01} 0,06] 0,08 
Benzoylglycin 0,04 | 0 0,03 | 0,03 | 0,08) 0 0,06} 0,06] 0,08 
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Digestat nach Sérensen formoltitriert. Die Kontrolle wurde 
mit Enzym-Puffer ohne Substrat unter den gleichen Bedingungen 
digeriert und die Kontrollwerte von denjenigen des Hauptversuchs 
abgezogen. 

Die korrigierten Werte der Aciditatszunahme sind in Tabelle I] 


angegeben. 


Versuch II. Darstellung des katheptasefreien Leberenzyms 
(katheptasefreie Ereptase). 

Hier lasst man die Lebermazeration, die ebenso wie in Versuch 
II bereitet wurde, nach Einstellung bei Pu 9,5 mit 3% Natronlauge 
eine Stunde lang bei 37°C stehen, dann stellt man die Reaktion 
wieder bei Pu 8,0 zuriick. Darauf wird das Trockenpraparat des 
Leberenzyms nach der Aceton-Ather-Methode, wie im vorigen Ver- 
suche beschrieben, bereitet und fein pulverisiert. Eine 10%ige 
Suspension dieses Pulvers in Wasser kam zur Verwendung. 

Versuchsansatz bei Pu 4,5: 5cem 8% Gelatine- oder Witte- 
peptonlosung oder 0,2 Mol-Peptidlosung+11¢em Phosphatpuffer 
(Pu 4,5)+2cem Hnzymsuspension (0,2 g¢ Pulver) mit 2 cem 0,1 
Mol-Cystein HCl-Lésung (neutrailsiert) + Toluol. 

Versuchsansatz bei Pu 7,2: 5cem Substratlosung wie oben 
+13 eem Phosphatpuffer (Pu 7,2) +2 cem Enzymsuspension+ Toluol. 
Digestion bei 37°C. 

TABELLE III. 
Katheptasefreie Breptase-Wirkung. 


Acidititszunahme in 4 ccm Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 


: = PH Pu 4,5 (mit Cystein) Pu 7,2 (ohne Cystein) 
Nea, eee 

Substrat Wists |) 2d 72 120 24 72 120 
= 

Gelatine (Merck) 0 0 0,08 0 0 0 

Witte-Pepton 0,03 0,08 0,10 0,55 0,73 0,98 

d,l-Leucyldiglycin 0,02 0,08 0,08 0,49 0,59 0,68 

Benzoyldiglycin 0 0,05 0,08 0,23 0,83 1,38 

Benzoylglycin 0 0,02 0 0,05 0,27 0,57 
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Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. Formoltitration 
in4decm. Abzug der Leerwerte fiir die Kontrolle. Die korrigierte 
Aciditaitszunahme ist in Tabelle II] angegeben. 


Versuch IV. Spaltungsprodukt des Benzoyldiglycins durch die 
ereptasefreie Katheptase-Wirkung der Schweinsleber. 
100cem 0,05 Mol-Benzoylglyeylglycinlésung (als Na-Salz) 
wurden mit Essigsdure bei Pu 4,5 eingestellt und unter Zustaz von 
10cem ereptasefreier Katheptaselésung (2,0g Trockenpraparat) 
und etwas Toluol der ersten Digestion bei 37°C unterworfen. 

Nach Ablauf von 5 Tagen wurde das Digestionsgemisch unter 
neuem Zusatz von 10cem Enzymsuspension (2,0¢ Pulver) der 
zweiten Digestion von 5 Tagen unterworfen. Die Aciditatszunahme 
(die Kontrollwerte abgezogen) in 4eem Digestat betrug 0,72 ccm 
0,1 n-NaOH 5 Tage nach dem Versuchsbeginn und 0,44 cem 5 Tage 
nach dem zweiten Enzymzusatz respektive. 

Nach der zweiten Digestion wurde das Digestat mit Natron- 
lauge neutralisiert, unter vermindertem Druck auf dem lauwarmen 
Wasserbade (unter 40°C) bis auf die Halfte des Volumen eingeenet 
und nach Ausduern mit Schwefelséure im Extraktionsapparate mit 
Ather extrahiert. Beim Abdampfen des Athers schied sich eine 
krystallinische Masse aus; die aus heissem Wasser in Nadeln aus- 
krystallisierte Ausbeute betrug 0,24¢@; sie liess sich bei 187°C 
schmelzen. Die Mischschmelzpunktprobe mit Hippursaure erfolete 
auch bei 187°C. Die Versuche, um Benzoesdéure aus dem Abbau- 
produkte zu isolieren, fielen aber erfolglos aus. 


Analyse: 21,5 mg Substanz (getr. im Vak. 90°C) 5,75 cem 0,02 n-H»SOx 


(Kjeldal) 
Beran (CysH NOs (Mol.-Gew. 179,08) N= 7,82% 
Gefunden N=7,43% 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. In der vorhegenden Arbeit wurde tiber die Trennung der 
ereptischen und der katheptischen Enzyme der Schweinsleber 
durch das Saure- und Alkali-Verfahren geschrieben. Dureh Auf- 
bewahren bei Pu 4,0 (40 Min. 37°C) wird die bei schwach alkali- 
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scher Reaktion wirkende Ereptase-Wirkunge der Schweinsleber 
(Pepton-, Tripeptid-, Dipeptid-, Benzoyldiglycin- und Benzoyl- 
glycin-Spaltung) vernichtet, wahrend die bei schwach saurer 
Reaktion auftretende Katheptase-Wirkung (Eiweiss-, Pepton- und 
Benzoydiglycin-Spaltung) erhalten bleibt. Dagegen kann man die 
katheptasefreie Ereptase-Wirkung isolieren, indem die Katheptase- 
Wirkung der Schweineleber dureh die Alkaliwirkung bei Pu 9,5 
(60 Min.) ausgeschaltet wird. 

2. Durch die Lebermazeration und sogar durch die ereptase- 
freie Katheptase der Schweinsleber wird das Witte-Pepton bei 
schwach saurer Reaktion, besonders stirker unter Cysteinaktiv- 
ierung hydrolysiert und hier sei auf die katheptische Peptonase- 
Wirkune (kurz Kathopeptonase) hingewiesen. 

3. Als Abbauprodukt des Benzoyldiglycins durch die 
ereptasefreie Katheptase der Schweineleber wird Benzoylglycin 
isoliert, und es dirfte wohl hier eine Acyldipeptidase-Wirkung 
unter der katheptischen Carboxypeptidase im Sinne von Wald- 
sehmidt-Leitz vorliegen. 


Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle herzlichst 


gedankt fiir die Gewahrung einer Untersttitzung zur Anregung 


wissenschaftlicher Forschung. Prof. Dr. S. Utzino. 
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(Hingegangen am 29.! Marzst 1941) 


In der vorhegenden Abhandlung wird iiber meine Versuche 
berichtet, die ergaben, dass sowohl das nichtnatiirliche d(—)- 
Arginin als auch die Derivate des 1(+ )-Arginins an ihrer Guani- 
dinogruppe unter Harnstoffbildung durch ein Ferment abgebaut 
werden kénnen, das von der spezifisch das natiirliche /( + )-Arginin 
spaltenden Arginase getrennt hergestellt werden kann. 

Uber die fermentative Hydrolyse des d(—)-Arginins sind 
schon manche Angaben vorhanden. Riesser (1906) hat beo- 
bachtet, dass bei der Wirkung des Leberextrakts auf das razemische 
Arginin die Spaltung nur bei der natiirlichen /-Komponente statt- 
gefunden hat. Diese Angabe wurde spiter von Edlbacher und 
Bonem (1925) und Felix, Miiller und Dirr(1928) nachgeprift 
und bestatigt. Im intakten Organ verhielt sich nach Felix und 
Morinaka (1924) das razemische Arginin ganz anders; sie haben 
beobachtet, dass das d,l-Arginin bei der Durchblutung der tiber- 
lebenden Leber zum erodssten Teil abgebaut wurde und sich eine 
dementsprechende Harnstoffmenge nachweisen liess. Auf die 
Frage, ob der Abbau des d(—)-Arginins nur bei Vorhandensein 
der intakten lLeberzellen verwirklicht werden kann, haben 
Edlbacher und Zeller (1986) mit dem Extrakt der Meer- 
schweinchenleber untersucht. Sie konnten zeigen, dass bei Ver- 
wendung von geringer Fermentmenge im allgemeinen die asym- 
metrische Spaltung des razemischen Arginins und eine sehr 
schwache Spaltung des nichtnattirlichen d(—)-Arginins zu_beo- 
bachten war, wihrend bei der vielfachen Erhéhung der Enzym- 
konzentration auch das d(— )-Arginin quantitativ in Harnstoff und 
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Ornithin zerlegt werden konnte. Edlbacher ist daher der Meinung, 
dass die optische Spezifitaét der Arginase nur eine quantitativ aus- 
wihlende Eigenschaft des Enzyms ist. Dies spricht fiir die von 
Abderhalden und Tetzner(1935) ausgesprochene Anschauung, 
dass die optische Spezifitaét der Enzyme, welche die Aminosauren 
hydrolytisch spalten, iiberhaupt nicht von absolut strenger Natur 
und dass sie nur eine Funktion der Enzymkonzentration ist. Gegen 
diese Annahme von Edlbacher und Abderhalden stellten sich die 
Ergebnisse von Kotake et al. Kotake und Nakayama (1938) 
haben nimlich mitgeteilt, dass die Darmschleimhaut des Kanin- 
chens auf das /(+)-Arginin nur schwach hydrolytisch wirkt, 
aber das razemische Arginin massig spalten kann. Anschliessend 
an diese vorliufige Mitteilung hat Mabuchi (1939) die Areinase 
der Darmschleimhaut eingehend untersucht und beobachtet, dass 
der wiasserige oder Glycerin-Extrakt der Darmschleimhaut von 
Kaninchen auf das d(—)-Arginin stairker als auf die l-Antipode 
wirkt. Auf diesem Ergebnis fussend hat er angenommen, dass das 
Ferment der d(—)-Argininspaltung eigentlich von dem der /-Anti- 
pode verschieden ist und dass die physiologische Rolle jenes 
Ferments nichts anderes als die Teilnahme an der Stereopuri- 
fikation ist. Die Stereopurifikation ist die von Prof. Kotake 
angegebene Benennung fiir den Abbau der nichtnatiirlichen d- 
Aminosauren, der sich im allgemeinen im Darmkanal abspielt. 

Uber das Vorkommen der Arginase in der Darmschleimhaut 
waren frtther die Angaben im Schriftum nicht tibereinstimmend. 
Kossel und Dakin (1904) fanden zuerst die Arginase in der 
Darmschleimhaut vom Hunde. Nach Edlbacher (1915) fehlt 
sie aber bei der Katze, nach Hunter und Dauphinee (1924) 
ausserdem beim Kaninchen. Die spitere Untersuchung von 
Edlbacher (1925) ergab, dass die Darmschleimhaut von Hund, 
Katze und Taube keine Arginase oder nur ganz geringe Spuren 
enthalt. Man weiss aber nun seit der Angabe von Mabuchi 
(1939), dass die Arginase sicher in der Darmschleimhaut von 
verschiedenen Tieren vorhanden ist. 

Da wir uns nun an hiesigem Institut schon seit langem mit 
der Erforschung der Spezifitat der Fermente im allgemeinen be- 
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fassen, habe ich unter Leitung von Prof. Akamatsu die Arginase- 
studien von Iwabuchi (1936) fortgesetzt. Die Spaltbarkeit der 
Argininséure und des Acetylarginins durch den Darmschleimhaut- 
extrakt von Kaninchen wurde festgestellt (Versuch VIII). 

Um zur Losung der Spezifitatsfrage der Arginase einen Beitrag 
zu liefern, habe ich die Trennung des das d(— )-Arginin spaltenden 
Fermentes ausgeftihrt, dessen Selbstindigkeit von Mabuchi(1939) 
interessanterweise sehr wahrscheinlich gemacht wurde. 

Die hergestellte Fermentlésung spaltet zwar das d(—)- 
Arginin, ist aber nicht imstande unter derselben Bedingung die 
nattirliche /-Antipode abzubauen. Da aber dieses Ferment aus- 
serdem noch die Argininséure, das Acetylarginin usw. unter Harn- 
stoffbildung spalten kann, mochte ich es vorlaufig als Heteroarginase 
bezeichnen und der Arginase von tiblichem Sinne gegeniiber stellen, 
die in spezifischer Weise das freie /(+)-Arginin hydrolysiert. 

Die Heteroarginase ist 1m Gegensatz zur Arginase sehr un- 
bestandig und wird wahrend der Autolyse der Organe unwirksam 
gemacht. Das dialysierte Autolysat der Schweineleber enthalt die 
Arginase, aber keine Heteroarginase. Diese Fermentlosung be- 
wirkt die asymmetrische Spaltung des d,/-Arginins und das tibrig- 
bleibende d(—)-Arginin kann aus dem MHydrolysat durch das 
Flaviansdureverfahren isoliert werden. Das zu meinem Versuche 
benutzte d(—)-Arginin wurde auf diese Weise hergestellt. 

Zuerst will ich besehreiben, wie die Heteroarginase von der 
Arginase getrennt wurde. Leber, Niere und Darmschleimhaut des 
Kaninehens wurden zerrieben und in Wasser aufgeschwemmt, um 
sofort bzw. nach der Autolyse auf ihre Wirkung zur Hydrolyse 
der beiden optischen Formen des Arginins zu untersuchen. In 
jedem frischen Organbrei war die Arginase sowie die Hetero- 
arginase nachzuweisen, waihrend in den dialysierten Leberauto- 
lysaten wohl die Arginase, jedoch nicht ein einziges Mal die Hetero- 
arginase vorhanden war (Versuch I, IL). Jedoch war die Hetero- 
arginase in der frischen Darmschleimhaut in viel grosserem Masse 
als die Arginase zu finden. Die beiden Enzyme der Darmschleim- 
haut konnten durch Mangansulfat aktiviert werden (Versuch III). 
Ich habe daher zur Trennung der Heteroarginase die Darmschleim- 
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haut benutzt. 

Der frische zentrifugierte Wasserextrakt der Darmschleimhaut 
iibte eine ziemlich starke Wirkung der Heteroarginase aus; er 
spaltete aber auch das natiirliche Arginin (Versuch V). 

Die Spaltung des d(—)-Arginins dureh die Darmschleimhaut 
wurde bei Pu 9,2 in stirkerem Grad als bei neutraler Reaktion 
ausgetibt, wie es bei der iiblichen Arginase der Fall ist. Bei Pu 7,0 
war die Hydrolyse sehr gering. Beim Aufbewahren in einer 
Eiskammer ging die Heteroarginase in ihrer Wirkung schon am 
nichsten Tage um 24 zuriick. 30 minutige Erwarmung auf 55° 
verursachte hinsichtlich der d(—)-Argininhydrolyse eine voll- 
stindige Inaktivierung des Extrakts. 

Seit der Veroffentlichung der Experimente von Krebs (1933) 
ist bekannt, dass die nichtnatiirlichen Aminosauren von der d- 
Konfigurationsreihe tberhaupt viel leichter als die natirlichen 
oxydativ desaminiert werden. Wenn man ausserdem die Un- 
bestandigkeit der Heteroarginase in Betracht zieht, ist die Moglich- 
keit nicht ohne weiters auszuschliessen, dass sich die bei den 
obenerwiahnten Enzymversuchen beobachtete Verminderung der 
Argininmenge unter Umstinden einfach auf die Abspaltung der 
a-Aiminogruppe bezieht und dass es sich nicht um eine in der 
Guanidinogruppe stattfindende Hydrolyse handelt. Gegen diese 
Moglchkeit sprechen die folgenden Versuche mit dem d(—)- 
Arginin, dass némlich die Bestimmung des Hydrolysengrads durch 
die Ureasemethode einerseits und durch die Flaviansiuremethode 
von [wabuchi (1986) andererseits, die das ungespalten bleibende 
Arginin kolorimetrisch messen lasst, ein gut tibereinstimmendes 
Resultat ergab (Versuch IV). 

Um moglchst viel Heteroarginase aus der Darmschleimhaut 
zu erhalten, wurde die Extraktion mit Rohrzuckerlésung bzw. 
Glycerin unternommen. Die Heteroarginase im Glycerinextrakt 
(Versuch VI) war haltbar und vertrug sogar eine 30 minutige 
Erwarmung auf 55°, ihre Trennung von der Arginase war jedoch 
trotz vieler Bemiihungen erfolglos. Der Rohrzuckerextrakt enthielt 
die Heteroarginase sowie Arginase; beide Fermente waren dureh 
Mangansulfat aktivierbar (Versuch VII). Die Heteroarginase war 
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in der Rohrzuckerlésung sehr haltbar, aber nach 30 Minuten langer 
Erwarmung auf 55° war der Extrakt nicht mehr fiahig, das d(— )- 
Arginin zu spalten. Als die Fermentlésung 24 Stunden gegen 
destilliertes Wasser dialysiert wurde, nahm ihre Wirksamkeit 
gegentiber dem d(—)-Arginin stark ab und selbst in Anwesenheit 
des Mangansulfats konnte keine AktivitiitserhGhung beobachtet 
werden. 

Ich habe daher den Extrakt ohne weiteres zum Adsorptions- 
versuch verwendet und unter Erwaégune der unbestiindigen Natur 
der Heteroarginase eine alkalische Rohrzuckerlosung zur Elution 
des adsorbierten Ferments gebraucht. Die hergestellte Ferment- 
losung konnte nur das d(—)-Arginin spalten. Bei dem /(+)- 
Arginin ging keine Spaltung vor sich, wenn auch Mangansulfat 
anwesend war (Versuch IX). 

Mit dieser Heteroarginaselosung habe ich die Hydrolyse der 
Argininderivate gemessen. Damit parallel wurde als Kontrolle 
die Wirkung des dialysierten Autolysats der Schweineleber auf 
dieselben Derivate geprift, da diese Losung wie erwihnt das 
1(+)-Arginin in intensivem Masse spaltet, aber auf die d-Antipode 
nicht wirksam ist. Samtliche Versuche wurde unter Mn-Zusatz 
ausgefuhrt. 

Die gebrauchten Derivate waren: 

1) Argininsaure. 

2) a-Monoacetylarginin 

3) a-Monobenzoylarginin. 
4) Carbamino-l-Arginin. 
5) Carbamino-d-Arginin. 

Als die chemisch-struktuelle Bedingung des <Arginins hin- 
sichtlich der fermentativen Angreifbarkeit ist der Zustand der 
Guanidino-, Carboxyl- und a-Amino-Gruppe zu erwagen. Dass die 
Guanidino-Gruppe, die bei dem Abbau den Harnstoff lefert, un- 
besetzt sein muss, bleibt jetzt ausser Frage. 

Was aber die Carboxylgruppe anbelangt, so sind die Autoren 
z.B. Edlbacher und Bonem (1925), Calvery und Block 
(1934), Felix und Schneider (1938) und Kitagawa (1939), 
darin einig, dass sie frei sein muss. Neuerdings wurde aber von 
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Hellerman und Richards (1940) angegeben, dass die von ihnen 
gereinigte Arginase, als sie in enorm hoher Konzentration zum 
Versuch verwendet wurde, das Agmatin zu spalten fahig war. 

Beziiglich der a-Amino-Gruppe sind manche Angaben vor- 
handen. Die Nichtspaltbarkeit des Methylarginins, der Guanidin- 
Essigsiure, -Propionsdure, -Buttersiure und -Capronsaure wurde 
von Thomas (1923), Edlbacher und Bonem (1925) und Steib 
(1926) angegeben. Felix, Miiller und Dirr (1928) haben aber 
darauf hingewiesen, dass das a-Benzoylarginin durch den Glyecerin- 
extrakt der Leber bei PH 7 hydrolysierbar war, wahrend die 
Argininsaure durch dieselbe Fermentlosung nicht gespalten wurde. 
Obwohl die vorangehende Abspaltung der Benzoeséure nicht sicher 
auszuschliessen war, war dieser Befund im Gebiet der Arginase- 
forschung sehr bemerkenswert. Calvery und Block (1934) 
haben eine langs:me Spaltung der Argininsdure durch den 
Glycerinextrakt dei Leber beobachtet. Felix und Schneider 
(1938) haben auch dic langsame Spaltbarkeit der Argininsdure 
bei Pu 7 angegeben. Sie haben ausserdem beobachtet, dass das 
a-N-Methylarginin, die Guanidincapronsaéure und gleich wie die 
Argininsdure durch den konzentrierten Glycerinextrakt der Leber 
wohl spaltbar sind. Nach Hellerman und Stock (19388) waren 
die Argininséure und die Guanidinvaleriansétrre durch die kleine 
Arginasemenge, die doch das natiirliche Arginin wohl 80-90% 
spalten konnte, nicht spaltbar; als jedoch die Fermentkonzentra- 
tion 100 fach erhéht und die Versuchsdauer auf 65 Stunden ver- 
langert wurde, war eine deutliche Hydrolyse der beiden Substrate 
bemerkbar. Hunter (1938) hat bei einem 48 stiindigen Versuch 
die Spaltbarkeit des Carbamino-l-Arginins durch eine Ferment- 
losung von hohen Arginase-EKinheiten beobachtet. Richards und 
Hellerman (1940) haben die Versuche fortgesetzt und kamen 
zum Schluss, dass die scheinbar enge Spezifitaét der Arginase nicht 
von qualitativer, sondern vielmehr von quantitativer Natur ist. 
Diese Angabe stimmt hinsichtlich des Spezifitatsbereiches der 
Arginase im grossen und ganzen mit der oben erwihnten Theorie 
von Edlbacher und Zeller (1936) iiberein. 

Zieht man das Verhalten der Heteroarginase gegen das ad(—)- 
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und /(+ )-Arginin in Betracht, so ist der Vergleich der Wirkung 
der Heteroarginase und Arginase auf die Argininderivate sehr 
interessant und zu untersuchen. 

Die Heteroarginase, die das nichtnatiirliche d(— )-Arginin, 
aber nicht die /-Antipode spaltet, war wirksam auf alle untersuchten 
Derivate. Der Hydrolysengrad war bei Pu 9,2 viel héher als bei 
Pu 7,0. Bei den Kontrollversuchen mit der Arginase unter densel- 
ben Bedingungen bei Pr 9,2 wie 7,0 wurde keine Spaltbarkeit auch 
nur eines Derivats bewiesen. Die einzelnen Ergebnisse werden in 
dem experimentellen Teil tabellarisch angegeben (Versuch X). 

Die Benennung der Heteroarginase wurde wie erwihnt aus 
dem Befund gewahlt, dass dieses Ferment das /( + )-Arginin nicht 
spaltet, wohl aber das d(—)-Arginin einerseits und verschiedene 
Argininderivate anderérseits. Man mag wohl erwarten, dass dieses 
Ferment bei weiteren Studien tiber den Spezifititsbereich als nicht 
einheitlich bewiesen wird, dass es niémlich z.B. in das d(—)- 
Arginin spaltende und das die Argininderivate spaltende Ferment 
differenziert werden kann. Jedenfalls ist Verfasser der Meinung, 
dass die bisher von vielen Autoren angegebene Hydrolysierbarkeit 
der Argininderivate vielleicht durch die in den gebrauchten 
Arginasepraparaten beigemischten Heteroarginase bewirkt worden 
war und dass hinsiehtlich der d(—)-Argininhydrolyse Mabuchi 
(1939) recht hat, als er sie der Wirkung eines anderen Ferments 
wie die Arginase zugeschrieben hat. 

Zum letzten habe ich die Wirkung der Arginase und Hetero- 
arginase auf Canavanin untersucht. Diese Aminosaure ist 
a-Amino-y-Guanidoxybuttersdure und hat die gleiche Konfigura- 
tion wie das J(+)-Arginin. Hine Methylengruppe, die der 
Guanidinogruppe des Arginins benachbart ist, wird bei dem 
Canavanin durch Sauerstoffatom substituiert. Nach Kitagawa 
(1937), dem die Ehre der Entdeckung dieser interessanten Amino- 
siiure gewihrt wurde, ist das Canavanin durch die Arginase der 
Leber und der Jackbohnen unter Harnstoffbildung  spaltbar. 
Dieser Autor(1938) ist nach seiner systematischen Untersuchung 
zu dem Schluss gekommen, dass das /(+)-Arginin und das 
Canavanin durch dasselbe Ferment gespalten werden. Aus der 
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Mitteilung von Richards und Hellerman (1940) ersieht man, 
dass das Canavanin durch die Arginaselésung unter gleicher 
Bedingung wie bei der Argininspaltung auch gut hydrolysiert 
wurde. Mein Versuch ergab, dass die Heteroarginase weder bei 
Pu 9,2 noch bei Pu 7,7 auf das Canavanin wirksam war und dass 
der Zusatz von MnSO, oder FeSO, auch noch keineswegs eine 
merkbare Hydrolyse stattfinden liess. Durch die Arginase wurde 
das Canavanin dagegen, obwohl in etwa geringerem Grad als das 
1(+)-Arginin, doch deutlich gespalten (Versuch XI). Ich mochte 
also der Angabe von Prof. Kitagawa zustimmend sagen, dass die 
Arginase an der Hydrolyse des Canavanins teilnimmt und weiter, 
dass die Heteroarginase dabei nichts zu tun hat, wie es auch wohl 
von der Zugehorigkeit des natiirlichen Canavanins zu der /-Amino- 
siurereihe und von dem Freibleiben der Amino- sowie der Carboxyl- 
Gruppe bei ihm erwartet werden kénnte (Versuch XII, XIII u. 
XIV): 


EXPERIMENTELLER TEIL. 
A. Substrate 

L(+ )-Argininmonohydrochlorid wurde aus Gelatine (Fuji) 
nach Bergmann und Zervas (1927) hergestellt. Schmelzp. 218° 
(unkorr.). 

Zur Darstellung des d,/-Arginins wurde zuerst das Monoacetyl- 
d,l-Arginin+2 H2O aus freien /(+)-Arginin nach Bergmann 
und Koster (1926) bereitet. Schmelzp. 256° (unkorr.). 

Dieses Monoacetyl-d,/-Arginin wurde mit dem 10 fachen Volu- 
men 2N Salzsdure 2 Stunden unter Riickflussktihler gekocht, um 
das Acetyl abzuspalten. Das Hydrolysat zeigte keine Drehung. 
Aus dieser Lésung wurde das d,l-Arginin als Flavianat niederge- 
schlagen und daraus dann die Lésung des freien d,l-Arginins dar- 
gestellt. Sie wurde mit verdiinnter Salzsiure neutralisiert und 
nachdem der Arginingehalt nach ITwabuchi (1936) kolorimetriseh 
bestimmt wurde, mit Wasser verdiinnt, um 1/10 Mol-Lésung zu 
bereiten. 


d(—)-Arginin wurde durch Abspaltung der 1(+)-Antipode 
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aus dem razemischen Arginin hergestellt. Als Fermentlésung 
wurde das dialysierte Autolysat der Schweineleber gebraucht. Es 
wurde in folgender Weise bereitet. 

Frische Schweineleber wurde durch eine Hackmaschine zerklei- 
nert und im Morser gemahlen. Zu 100g davon wurden 500 cem 
Wasser und 0,5 eem 30% Essigsiure zugesetzt, das Gemisch wurde 
unter Zusatz von Chloroform und Toluol bei 37° 3 Tage autolysiert 
und filtriert, das Filtrat dann gegen destilliertes Wasser 3 Tage 
dialysiert. In der Hiskammer aufbewahrt ist die Fermentlésung 
monatelang haltbar. 

Die Wirkung dieser Fermentlosung auf das /- und d,/-Areginin 
war, nach der spater zu erwihnenden Versuchsanordnung gepriift, 
wie folgt. 


PH 9,2 | ie OD: Argininspalting aa Be l-Argininspaltung 
1 Std. ‘ig 100% | 49% 
24 Stdn. | 100% | 50% 


Zur fermentativen Gewinnung des d(—)-Arginins war das ein- 
fache HCl-Hydrolysat des Acetyl-d,/-Arginins schon hinreichend. 
e Acetyl-d,l-Arginin in 70 cem 2N HCl wurde unter Riickfluss- 
ktihler 2 Stunden gekocht, die Losung nach dem Entfarben durch 
aktive Kohle mit Natronlauge gegen Phenolphthalein neutralisiert 
und nach Abkiihlen mit 250 ecem dialysiertem Autolysat versetzt. 
Das Gemisch wurde weiter durch NaOH-Zusatz zu Pu 9,2 alkali- 
siert, mit Wasser auf 800 cem verdiinnt und unter Toluol-Zusatz 
in den Brutschrank gestellt. Der Arginingehalt wurde nach 
Iwabuchi (1936) gemessen. Nach einem Tage wurde 50% 
Hydrolyse gemessen. Diesem Digestat wurden zur Enteiweissung 
32 ¢ krystallisierte Trichloressigsiure hinzugesetzt, die Aziditat des 
Filtrats durch NaOH bis zur gegen Kongo schwach sauren Reak- 
tion abgestumpft und dann 60g Flaviansaure in 160 cem heissem 
Wasser zugemischt. Durch Reiben mit dem Glasstab wurde die 
Ausscheidung des Flavianats gefordert. Der Niederschlag wurde 
auf der Nutsche 3 Mal mit kaltem Wasser gewaschen. Dieses d(— )- 
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Argininflavianat wurde in 100 cem heissem Wasser suspendiert und 
mit heisser gesittigter Barytlésung deutlich alkalisch gemacht. Das 
Bariumflavianat wurde abfiltriert und gewaschen. Das Filtrat und 
die Waschfliissigkeit wurden vereinigt, vom tiberschtissigen Baryt 
durch Schwefelsiure befreit, mittels aktiver Kohle entfarbt und 
im Vacuum eingeengt. Der syrupdse Riickstand wurde dann in 
20 cem 70% Alkohol heiss gelést, mit absolutem Alkohol bis zum 
Triiben der Lésung versetzt und in den Hisschrank gestellt. Nach 
5 Tagen schied sich 0,6¢@ d(—)-Arginin in prismatischen Kry- 
stallen aus. Schmelzpunkt war 212°. [a]p=-—12,6. Zum Ver- 
such diente die M/10 d-Argininlésung, die vorher mit HCl zu 
Pu 5,6 angesauert wurde. 

a-Monoacetylarginin wurde nach Bergmann (1928) dar- 
eestellt. Schmelzp. 108° (unkorr.). 

a-Monobenzoylarginin wurde nach Felix, Muller und Dirr 
(1928) dargestellt. Sehmelzp. 275° (unkorr.). Da dieses Substrat 
in kaltem Wasser schwerloslich war, wurde 0,0556¢ in 5,0 ecm 
Wasser und 2,0 cem Pufferlésung in der Hitze aufgelést, dann auf 
37° abgekiihlt und zu dem Versuch gebraucht. 

Argininséure wurde nach Felix und Miiller (1936) dar- 
gestellt. Schmelzp. 223° (unkorr.). 

Carbamino-l-Arginin wurde aus /( + )-Arginin-HCl nach Boon 
und Robson (1935) dargestellt. Schmelzp. 170° (unkorr.). 

Carbamino-d-Arginin wurde aus d(—)-Arginin-HCl in 
gleicher Weise dargestellt. Das dazu gebrauchte d(—)-Arginin- 
HCl wurde vorher nicht krystallinisch isoliert. Das von der 
Flaviansdure befreite d(—)-Arginin in Lésung wurde nimlich mit 
Salzsiure angesiuert, auf dem Wasserbad getrocknet und sofort 
auf Cyanat reagieren gelassen. Schmelzp. 172° (unkorr.). 

Die beiden Substrate waren wie das Benzoylarginin schwer- 
loslich. Sie wurden daher in derselben Weise wie jenes im Puffer- 
gemisch heiss gelost und zum Versuch gebraucht. 

Canavanin wurde aus der Jackbohne nach Kitagawa (1937) 
hergestellt. Schmelzp. 182° (Korr.). 
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B. Versuchsanordnung. 


Versuchslésung :— 
M/10 Substrat 2,0 cem 
M/10 NaOH oder dest. Wasser LO 35 
dest. Wasser oo hess 
M/100 MnSO,, FeSO; od. dest. Wasser 1,0 ,, 
Puffer 2,0) 5 
Fermentlésung 2,0 cem 


1 ecm N/10 NaOH wurde nur beim Versuch mit dom salzsauren 
Arginin (1, dl oder d) zugesetzt. 

Puffer: M/10 Phosphatgemisch zum Versuch bei Pu 7 und 
M/10 Glyein-Natron bei Pu 9,2. 

Bei den Hydrolysenversuchen mit dem /(+)-Arginin und 
d(—)-Arginin wurde das ungespalten zuriickbleibende Arginin 
nach Iwabuchi (1936) bestimmt. Die Methode besteht aus dem 
Uberfiihren des Arginins in das Flavianat und darauf foleender 
Kolorimetrie der bei Reduktion der Flavianséure dureh Zinn- 
echlorur in alkalischer Reaktion entstehenden tief roten Verfarbune 
gegen die in gleicher Weise reduzierten Flaviansiure von bekannter 
Konzentration. Das gespaltene Arginin und der Hydrolyse- 
Prozentsatz konnen leicht berechnet werden. 

Bei der Spaltung der Derivate des Argin’ns sowie Canavanins 
wurde der durch die Enzymhydrolyse entstandene Harnstoff in 
iiblicher Weise nach der Ureasemethode bestimmt und daraus der 
Prozentsatz der Substrathydrolyse berechnet. Der Leerversuch 
mit Wasser anstatt der Substratlosung wurde unter im wubrigen 
ganz gleichen Bedingungen angestellt, um damit das Resultat des 
Hauptversuchs zu korrigieren. Das Ureasepraparat wurde aus 
Sojabohnen hergestellt und war frei von Arginase. 


CO. Fermente. 


I. Argininspaltung durch die Suspension der Kaninchen- 
organe. Frische Leber, Niere und Diinndarmschleimhaut wurden 
zermahlen und in dem 5 fachen Volumen 0,85% NaCl-Losung 
suspendiert. Die Suspension wurde kurz vor dem Versuch bereitet. 
Der Diinndarm wurde vor dem Abschaben seiner Schleimhaut sorg- 
faltig mit fliessendem Wasser gewaschen. 
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1( + )-Arginin- d, l-Arginin- d(—)-Arginin- 


spaltung spaltung spaltung 
PH 9,2 
1 Std. |24 Stdn.| 1 Std. |24 Stdn.| 1 Std. |24 Stdn. 
Leber 100% 100% 57% 71% 11% 57% 
Niere 17% 100% 33% 100% 39% 100% 
Darmschleimhaut 2% 41% 15% 71% 15% 57% 


II. Argininspaltung durch die dialysierten Autolysate von 
den Kaninchenorganen. 

Der Organbrei wurde in 5facher Menge Wasser aufgeschwemmt, 
unter Toluol und Chloroform-Zusatz bei 387° 3 Tage autolysiert 
und das filtrierte Autolysat nun gegen destilliertes Wasser 
dialysiert. 


1( + )-Arginin- d, l-Arginin- d(—)-Arginin- 
Pa oo spaltung spaltung spaltung 


1 Std. |24 Stdn.| 1 Std. 124 Stdn.| 1 Std. | 24 Stdn. 


Leber 14% 73% 12% 47% 0 
Niere 2% 5% 1% 4% 0 
Darmschleimhaut 0 0 0 0 0 


Til. Mn-Aktivierbarkeit der Wirkung der Suspension von 
frischer Darmschleimhaut. 


1(-+ )-Arginin- d, l-Arginin- d(—)-Arginin- 
spaltung spaltung spaltung 
PH 9,2 
ohne mit ohne mit ohne mit 
Mangan | Mangan | Mangan | Mangan | Mangan | Mangan 
1 Std. 2% 4% 15% 29% 15% 26% 
24 Stdn. 41% 100% 71% 100% 57% 100% 


IV. Beweis des d(—)-Argininabbaues unter Harnstoffbildung. 
Die d(—)-Argininspaltung wurde nach der oben erwihnten 
Versuchsanordnung mit dem frischen Darmschleimhautextrakt aus- 
geftihrt. Der Hydrolysengrad wurde 1) nach der Flaviansiure- 
methode von Iwabuchi (1986) und 2) nach der Ureasemethode 
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gemessen. Das Filtrat des mit gleichem Volumen Trichloressig- 
saure enteiweissten Versuchsansatzes enthielt 1,74 mg d(—)-Aregi- 
nin fiir leem. Die mit der Ureasemethode ermittelte abgebaute 
Argininmenge wurde entsprechend fiir 0,5 cem Versuchslésung 
umgerechnet und in der Versuchstabelle angegeben. 


1 Std. 24 Stdn. 


PH 9,2 | d(—)-Arginin d(—)-Arginin 
Spaltung Spaltung 
ungespalten|gespalten ungespalten| gespalten 
Kolorimetrie 158mg | 0,16mg 9,2% 1,03 mg 0,7img | 40,8% 
Ureasemethode 0,17 mg 9,7% 0,70mg | 40,2% 


V. Argininspaltung durch den frischen Darmschleimhaut- 
extrakt von Kaninchen. 

Die abgeschabte Darmschleimhaut wurde im Morser zerrieben, 
in 5 fachem Volumen Wasser aufgeschwemmt und sogleich zentri- 
fugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit diente als Fermentlésung. 


1(+)-Argininspaltung d(—)-Argininspaltung 


PH 9,2 


ohne Mangan | mit Mangan | ohne Mangan! mit Mangan 


ie Sud: 0 2% 8% 12% 
24 Stdn. 19% 58% 28% 65% 


VI. Argininhydrolyse durch den Glycerinextrakt der Darm- 
schleimhaut von Kaninchen. 

Zermahlener Darmschleimhautbrei wurde mit der 2 fachen 
Menge Glycerin gemischt und 24 Stunden in die Hiskammer 
gestellt. Der zentrifugierte Extrakt wurde zum Versuch gebraucht. 


1(+)-Argininspaltung d(—)-Argininspaltung 


PH 9,2 ; 
ohne Mangan | mit Mangan | ohne Mangan | mit Mangan 
1 Std. 4 5% 14% 14% 


24 Stdn. 64% 100% 81% 100% 
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VII. Argininspaltung dureh den Rohrzuckerextrakt der 
Darmschleimhaut von Kaninchen. 

Frische Darmschleimhaut wurde gut gemahlen und mit der 
5 fachen Menge 10% Rohrzuckerlosung unter Toluol-Zusatz bei 
Zimmertemperatur 24 Stunden extrahiert. Der zentrifugierte Ex- 
trakt wurde zum Versuche gebraucht. 


1(+ )-Argininspaltung d(—)-Argininspaltung 
PH 9,2 
ohne Mangan | mit Mangan | ohne Mangan) mit Mangan 
1 Std. 0 2% 2% 17% 
24 Stdn. 10% 54% 11% 39% 


VIII. Wirkung des Darmschleimhautextrakts dureh Rohr- 
zuckerlosung auf die Argininderivate. 

Die Bestimmung des Hydrolysengrads wurde bei dem Arginin 
nach der Flaviansiuremethode und bei den Argininderivaten nach 
der Ureasemethode ausgefiihrt. 


A. Argininsdure. 


Darmschleimhaut Dialys. Autolysat von 


Schweineleber 
Argininsiure |1(+)-Arginin| Argininsiure |1(+)-Arginin 
Pu 9,2 | Pu 7,0 PxH 9,2 [ease jf ease ¢/(0) PH 9,2 
DS. 34% 4% 18% | 0 0 39% 
24 Stdn. 77% 45% 87% 0 0 100% 


B. Acetylarginin. 


Dialys. Autolysat von 


Darmschleimhaut Sohwemeleber 


Acetylarginin |1(+)-Arginin} Acetylarginin |7(+)-Arginin 


Pu 9,2 | Px 7,0 PH 9,2 PH 92> Ps 7,0 PH 9,2 


1 Std. 13% 1% 6% 0 0 28% 
24 Stdn. 42% 10% 72% 0 0 100% 
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IX. Darstellung der Heteroarginase aus dem Rohrzucker- 
extrakt. 

50 cem Rohrzuckerextrakt der Kaninchen-Darmschleimhaut 
wurde unter Hisktihling mit 1/10 Volumen Tonerde C,-Suspension 
30 Minuten lang geschiittelt und dann zentrifugiert. Der Boden- 
satz wurde mit 50 ccm der durch Ammoniak oder Natronlauge zu 
Pu 9 alkalisierten 10% Rohrzuckerlésung versetzt, 30 Minuten in 
ein Wasserbad von 37° unter hiufigem Schiitteln gestellt und dann 
zentrifugiert. Das so erworbene Eluat enthielt die Heteroarginase, 
aber keine Arginase. 


1( + )-Argininspaltung d(—)-Argininspaltung 
PH 9,2 = 
ohne Mangan | mit Mangan |ohne Mangan} mit Mangan 
Py stds 0 0 7% 8% 
2 Stdn, 0 0 11% 12% 


X. Vergleich der Wirkung der Arginase und der Hetero- 
arginase auf das /- und d-Arginin und die Argininderivate. 

Die Arginaseldsung war das dialysierte Autolysat der Schwei- 
neleber, die Heteroarginase wurde in oben erwahnter Weise aus 
der Darmschleimhaut hergestellt. Die Versuche wurden unter 
Mn-Zusatz bei Pu 9,2 ausgeftihrt. 


Hydrolyse durch Hydrolyse durch 

Arginase Heteroarginase 

1 Std. 2 Stdn. 1 Std. 2 Stdn. 

1(+ )-Arginin 53% 79% 0 0 
d(—)-Arginin 0 0 8% 12% 
Argininsaure 0 0 22% 28% 
a-Monoacetylarginin 0 0 8% 13% 
Carbamino-l-Arginin 0 0 8% 14% 
a-Monobenzoylarginin 0 0 6% 8% 
Carbamino-d-Arginin 0 0 2% 6% 


XI. Canavaninspaltung durch Arginase und Heteroarginase 


in Anwesenheit von Mangansulfat. 
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Arginase Heteroarginase 
RT Canavanin- |1(-+)-Arginin- | Canavanin- | d(—)-Arginin- 
spaltung spaltung spaltung spaltung 
1 Std. 8% 46% 8% 
24 Stdn. 13% 76% 0 12% 


XII. Canavaninspaltung durch das dialysierte Autolysat von 
Kaninchenleber in Anwesenheit von Mangansulfat. 


Pu 92 | Canayanin- | 1(+ )-Arginin- d(—)-Arginin- 
pe spaltung spaltung spaltung 
i Std | 4% 24% 
24 Stdn. | 51% 100% 


XIIf. Canavaninspaltung der dialysierten Jackbohnen- 
arginase in Anwesenheit von Mangansulfat. 

Jackbohnenpulver wurde mit 5 fachem Volumen Wasser unter 
Zusatz von Toluol-Chloroform bei 37° 24 Stunden extrahiert und 
der Extrakt gegen destilliertes Wasser 2 Tage dialysiert. 


PH 92 Canayvanin- 1( + )-Arginin- d(— )-Arginin- 
ae spaltung spaltung spaltung 

1 Std. 4% 15% 0 

2 Stdn. 6% 28% 


XIV. Canavaninspaltung des Rohrzuckerextrakts von Kanin- 
chen-Darmschleimhaut in Anwesenheit von Mangansulfat. 


Canavanin- 1(+)-Arginin- d(— )-Arginin- 
spaltung spaltung spaltung 
PH 7,7 PH 9,2 Pu 9,2 PH 9,2 
1 Std. 4% 5% 16% 28% 
24 Stdn. 27% 50% 79% 96% 
ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Aus der Darmschleimhaut von Kaninchen wurde ein 
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Ferment isoliert, das das d(—)-Arginin, die J-Argininsiure, das 
a-Acetyl- und a-Benzoyl-l-Arginin und Carbamino-l- sowie d-Argi- 
nin bei Pu 9,2 unter Harnstoffbildung hydrolysiert. Dieses 
Ferment spaltet aber das natiirliche 1(+)-Arginin nicht. Die 
Benennung ,,Heteroarginase“ wurde vorliufig vorgeschlagen. 

2. In Bezug auf die Spezifitit der Arginase und der Hetero- 
arginase soll man zwischen beiden Fermenten einen qualitativen 
Unterschied machen. 

3. Das Canavanin wurde durch die Heteroarginase nicht 
abgebaut, wohl aber durch die Arginase, die spezifisch auch das 
1(+)-Arginin angreift. 

Diese Untersuchungen wurden unter Leitung von Prof. Aka- 
matsu auf Kosten der Beihilfe ausgefiihrt, die Herrn Professor 
Akamatsu fiir wissenschaftliche Forschungen vom japanischen 
Unterrichtsministrium zur Verfiigune gestellt wurde. 
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